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Želatina je zaradi pozitivnih mehanskih in tehnoloških lastnosti zelo pogosto uporabljen material v 
številnih farmacevtskih oblikah. Ena izmed glavnih slabosti uporabe želatine je njena reaktivnost 
zaradi katere pride do nastanka močnih kovalentnih vezi med amino skupinami na verigi peptidnega 
polimera. Produkt je premrežena želatina, ki ima spremenjene lastnosti. Premrežena želatina ima 
drugačno strukturo, višjo molekulsko maso in je manj hidrofilna. Farmacevtske oblike, ki vsebujejo 
želatino v zunanji plasti, kot so npr. trde in mehke želatinske kapsule in z želatino obložene tablete, 
so še posebej dovzetne za spremembo kakovosti, ki je posledica spremenjenih lastnosti želatine 
zaradi premreženja.  
V magistrski nalogi smo proučevali vpliv formaldehida na lastnosti trdih želatinskih kapsul. Trde 
želatinske kapsule smo v prvem delu magistrske naloge izpostavili atmosferi formaldehida pri 
povišani temperaturi za različne čase in tako dobili različno močno premrežene želatinske kapsule. 
Izvedli smo kontrolne poskuse, da smo izločili morebiten vpliv povišane temperature in topila. V 
drugem delu naloge smo trde želatinske kapsule polnili s pomožnimi snovmi, iz katerih formaldehid 
nastaja in situ ob njihovem razpadu. Kot pomožni snovi smo uporabili hidroksipropilmetil celulozo 
(HPMC) in polietilen glikol (PEG), ki smo jima z metodo HPLC določili vsebnost formaldehida. Na 
trdih želatinskih kapsulah smo izvedli gravimetrično analizo netopnega preostanka, teste sproščanja 
in jim posneli spektre FT-IR. 
Z gravimetričnim določanjem netopnega preostanka smo spremljali potek reakcije premreženja in 
ugotovili, da je hitrost reakcije premreženja odvisna od količine prisotnega formaldehida. Ugotovili 
smo, da se je masa netopnega preostanka z daljšanjem časa izpostavljenosti kapsul HCHO/DMSO 
oz. z večjim obsegom premreženja povečevala. Z analizo posnetih spektrov FT-IR nismo mogli 
ugotoviti signifikantnih razlik med spektri premreženih in nepremreženih kapsul. Po kemometrični 
obdelavi spektrov s programskim paketom za analizo PCA, smo ugotovili, da je prisotnost ene 
komponente z daljšanjem časa izpostavljenosti kapsul HCHO/DMSO padala. S testi sproščanja smo 
ugotovili, da so kapsule, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO, izkazovale spremenjene profile 
sproščanja. Dlje časa kot je bila kapsula izpostavljena HCHO/DMSO, bolj je bilo upočasnjeno 
sproščanje zdravilne učinkovine in bolj so se povišali koeficienti variacije. Tudi v kapsulah, ki smo 
jih polnili s HPMC in PEG, smo zaznali povečano maso netopnega preostanka in upočasnjeno 
sproščanje zdravilne učinkovine na testu sproščanja. Kot najboljša metoda za zaznavanje 
premreženja v trdih želatinskih kapsulah se je izkazal test sproščanja.     
 





Gelatin is widely used material in many pharmaceutical formulations due to its many positive 
mechanical and technological properties. Use of gelatin is problematic because of its reactivity, 
which leads to formation of strong covalent bonds between amino groups on the polymer chain and 
results in a cross-linked polymer with altered characteristics. Molecule of cross-linked gelatin has 
changed structure, is less hydrofillic and has higher molecular mass. Dosage forms, which contain 
gelatin in the outer layer, for example hard an soft gelatin capsules and gelatin coated tablets, are 
especially proned to change of quality due to altered characteristics of cross-linked gelatin.  
In this master’s degree we were researching and evaluating effect of formaldehyde on the 
characteristics of hard gelatin capsules. In the first part of research work hard gelatin capsules were 
exposed to formaldehyde atmosphere at elevated temperature for different time periods. As a result 
we got different extent of cross-linked gelatin capsules. In order to exclude possible effects of 
elevated temperature and presence of the solvent on the results we have performed control 
experiments. In the second part of research work hard gelatin capsules were filled with excipients, 
which during degradation process produce formaldehyde in situ. We used excipients hydroxypropyl 
methylcellulose (HPMC) and polyethylene glycol (PEG). Content of formaldehyde in excipients was 
experimentally determined by HPLC method. On stressed hard gelatin capsules we performed 
gravimetric determination of insoluble residue, dissolution tests and recorded their FT-IR spectra. 
We have followed kinetics of crosslinking reaction by gravimetric determination of insoluble residue 
from which we found the rate of reaction is determined by concentration of formaldehyde. We 
observed an increase in mass of insoluble residue when capsules were exposed to formaldehyde for 
longer time periods of time. By analyzing FT-IR spectra we could not distinguish between specters 
of cross-linked and uncross-linked capsules. After chemometric treatment of the specters with PCA 
software, we observed that with longer exposure of the capsules to formaldehyde one of the principal 
components was diminishing. During dissolution testing formaldehyde stressed capsules showed 
changed dissolution profiles. Capsules, which were exposed to formaldehyde atmosphere for longer 
time periods, showed slower drug release and had higher coefficient of variation. In comparison to 
unstressed capsules, capsules filled with HPMC and PEG had higher mass of insoluble residue and 
slowed down drug release at dissolution testing. Practice showed that the best method for detection 
of cross-linking in hard gelatin capsules is dissolution test.  





A površina pod kromatografskim vrhom 
ACN  acetonitril 
ATR tehnika atenuiranega popolnega odboja (ang. Attenuated Total 
Reflectance)  
AUC površina pod krivuljo (ang. Area under Curve) 
BCA 2,2′-bikinolin-4,4′-dikarboksilna kislina 
cmax maksimalna plazemska koncentracija zdravilne učinkovine 
DMSO dimetil sulfoksid 
FDA Ameriški vladni urad za hrano in zdravila (ang. Food and Drug 
Administration) 
FO farmacevtska oblika 
FS fluorescenčna spektroskopija 
FT-IR infrardeča spektroskopija s Fourier-jevo transformacijo 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance 
Liquid Chromatography) 
HPMC hidroksipropilmetil celuloza 
IR (spektroskopija) infrardeča (spektroskopija) 
KV koeficient variacije 
NIR bližnje območje infrardečega spektra 
NMR jedrska magnetna resonanca (ang. Nuclear Magnetic Resonance)  
PC glavna komponenta (ang. Principal Component) 
PCA metoda glavnih komponent (ang. Principal Component Analysis) 
PEG polietilen glikol  
Ph. Eur Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopoeia) 
PVDF-filter polivinildien fluoridni filter 
STD standardna deviacija 
T temperatura 
tlag čas med administracijo učinkovine in začetkom absorpcije 
tmax čas, ko se doseže maksimalna plazemska koncentracija učinkovine 
TNBS 2,4,6-trinitrobenzensulfonska kislina 
TNP trinitrofenilni derivat 
USP Ameriška farmakopeja (ang. United States Pharmacopeia) 
UV ultravijolična (svetloba) 




Proizvajalci zdravil imajo marketinško, etično in regulatorno odgovornost; odgovorni so za 
zagotavljanje kakovosti svojih izdelkov. Ena izmed zahtev za doseganje kakovosti je tudi 
zagotavljanje, da pod pogoji shranjevanja ne pride do sprememb v hitrosti sproščanja učinkovine iz 
farmacevtske oblike. Hitrost sproščanja učinkovine posredno vpliva na njeno absorpcijo in biološko 
uporabnost. Sprememba profila sproščanja med shranjevanjem je pogosta težava pri farmacevtskih 
oblikah, ki na površini vsebujejo želatino. Vzrok neustreznosti je lahko v premreženju polimera 
želatine. Premreženje lahko zaznamo s testi sproščanja in vitro (1,2,3,4,5) kot počasnejše ali 
nepopolno sproščanje učinkovine. Kljub problemu premreženja je želatina pogosto uporabljen 
material zaradi številnih pozitivnih lastnosti, ki jih drugi materiali nimajo (1). 
1.1 ŽELATINSKE KAPSULE 
Kapsule so zelo razširjena in priljubljena farmacevtska oblika (FO). »Kapsule so trdne farmacevtske 
oblike, s trdo ali mehko ovojnico, različnih oblik in prostornino, navadno vsebujejo en odmerek 
učinkovine. Namenjene so peroralni aplikaciji.« (Ph. Eur). Želatinske kapsule so sestavljene iz 
želatinske ovojnice in vsebine kapsule. Želatinske kapsule so preproste v njihovi formulaciji kot tudi 
postopku izdelave, njihov razpad je dobro poznan (6,7). 
Kapsule so lahko eno- ali večenotne. V večenotne  kapsule lahko polnimo pelete, zrnca, tablete, 
kapsule, praške; s tem se zmanjša verjetnost neželenih interakcij oz. nezdružljivosti med 
posameznimi komponentami. Omogočajo tudi oblikovanje FO s prirejenim načinom sproščanja (7). 
Prednosti kapsul so prekrivanje neprijetnega vonja in okusa, lahek način administracije (lahko jih je 
pogoltniti), privlačen videz (oblika, barve), vsebujejo manj sestavin kot tablete, v prebavilih se z 
lahkoto razgradijo, so ekonomične, proces izdelave pa ni zahteven. Kapsule zaradi svoje oblike, 
velikosti, površine in strukture omogočajo lažje požiranje. Lahko so različnih barv, kar pacientom, 
ki jemljejo več zdravil hkrati olajša ločevanje. Slabost kapsul je, da higroskopne učinkovine niso 
primerne za polnjenje, saj vežejo vodo iz kapsul in jih na ta način naredijo krhke (6,7). 
Večinski delež kapsul predstavljajo trde želatinske kapsule. Trde kapsule so sestavljene iz dveh 
cilindričnih delov (telesa in kapice). En konec vsakega je zaobljen in zaprt, drugi pa odprt. Vsebino 
kapsule polnimo v telo kapsule, ki se nato zapre s kapico, stik obeh delov pa se lahko še dodatno 
zatesni. Mehke želatinske kapsule so sestavljene iz enega kosa. Polnjene so s tekočim (nevodne 
raztopine, suspenzije) ali poltrdnim polnilom. Mehke želatinske kapsule v primerjavi s trdimi 
želatinskimi kapsulami vsebujejo večji odstotek vode in plastifikatorja. Pomembne so za vgrajevanje 





Želatina je prozorna, krhka in trdna snov. Je brez barve oz. rahlo rumena, skoraj brez okusa in vonja. 
Je mešanica v vodi topnih proteinov. Proteinske frakcije so sestavljene iz skoraj vseh aminokislin, 
prevladujoče aminokisline so glicin (25,5%), prolin (18%) in glutamat (14,1%). Aminokisline so 
med seboj povezane z amidno vezjo in tvorijo linearni polimer z molekulsko maso med 15 000 in 
250 000 (1,2,6,8). 
Želatino pridobivajo z delno hidrolizo kolagena. Kolagen je glavni strukturni protein v vezivnih 
tkivih (kože, vezivno tkivo, kosti). Glede na izvor in način pridobivanja ločimo želatino tipa A in 
želatino tipa B. Želatina tipa A se pridobiva s kislinsko hidrolizo svinjskih kož, želatina tipa B pa z 
bazično hidrolizo govejega kolagena. Produkta se razlikujeta v pH in v izoelektrični točki. Želatina 
tipa A prispeva k plastičnosti in elastičnosti, želatina tipa B pa tvori močan in trden film. Za izdelavo 
kapsul se večinoma uporablja mešanica obeh tipov (2,6,8). 
Želatina je naravni, biokompatibilen, biorazgradljiv in multifunkcionalen biopolimer (9). Ni 
toksična, je poceni ter ne prepušča kisika. V bioloških tekočinah in pri telesni temperaturi se hitro 
raztopi. V hladni vodi se zmehča in nabreka, v topli vodi je v obliki sola in se raztopi, pri ohlajanju 
na 35-40 °C pa reverzibilno prehaja v vodi netopen gel (2,6,10). 
Želatina je zelo uporabna v farmacevtski industriji, saj jo je zaradi dobrih mehanskih in tehnoloških 
lastnosti mogoče uporabiti v številnih formulacijah. Zaradi bleščeče površine in sposobnosti, da ne 
pušča barvil, je zelo uporabna kot zunanja plast formulacije. Poleg tega je nevtralnega okusa in jo je 
lahko pridobivati. Uporablja se za izdelavo trdih in mehkih želatinskih kapsul ter z želatino obloženih 
tablet. Uporablja se tudi pri izdelavi sirupov, tablet, past, pastil, svečk, FO za inhaliranje, dentalnih, 
vaginalnih in dermalnih oblik ter injekcij. Uporablja se kot vehikel v parenteralnih pripravkih, kot 
vezivo v tabletah, kot obloga in sredstvo za mikrokapsuliranje učinkovin ter tudi kot nadomestek 
plazme in za oskrbo ran. Uporabna je tudi v prehranski in kozmetični industriji (2,11).  
Slabost želatine je, da je živalskega izvora in zato sporna za uživanje pri vegetarijancih, veganih ter 
nekaterih religioznih in etničnih skupinah. Slabost je tudi njena reaktivnost zaradi katere pride do 
premreženja želatine. Želatina velja, kljub možnosti prenosa patogenih vektorjev, kot so prioni, za 
varen material. V dosedanji literaturi je znanih nekaj primerov lokalnega draženja ter nekaj primerov 
hipersenzitivnih reakcij (6,9). 
1.3 PREMREŽENJE ŽELATINE 
Premreženje želatine je posledica kemijskih reakcij med posameznimi aminokislinami želatine. 
Najpogostejši tip reakcije vključuje tvorbo močne kovalentne vezi med aminsko skupino lizina in 
aminsko skupino na sosednji molekuli. Premreženje lahko poteče na eni polimerni verigi 
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(intramolekularno premreženje) ali na dveh sosednjih polimernih verigah (intermolekularno 







Proces premreženja je zelo heterogen (tako znotraj serije kapsul kot tudi znotraj posamezne kapsule) 
(1). Pri premreženju nastane 3D molekularna rešetka, ki ima večjo molekulsko maso; izguba 
ionizirajočih amino skupin pa zmanjša hidrofilnost molekule. Nastane netopna membrana-pelikel, ki 
ovira oz. preprečuje sproščanje učinkovine iz kapsul (8,10,12). 
1.3.1 Mehanizmi premreženja 
Možnih je več različnih mehanizmov poteka reakcije premreženja, ki so prikazani na slikah 2-5.  
 
Slika 2: Mehanizem reakcije samopremreženja želatine pri povišani temperaturi in vlagi. Premrežen 
produkt vsebuje piridinsko skupino. Prirejeno po (8).  




Slika 3: Mehanizem reakcije premreženja želatine z aldehidi. Po prerazporeditvi nastane metilenski 
mostiček med dvema Ԑ-amino skupinama lizina. Prirejeno po (8). 
 
 
Dejavniki, ki pospešujejo premreženje želatine 
Značilnosti farmacevtske oblike določajo lastnosti učinkovine (ZU), pomožnih snovi, ovojnine in 
pogoji skladiščenja. Vsak od teh dejavnikov lahko pomembno vpliva na nastanek premreženja (8).  
Premreženje želatine je lahko sproženo na fizikalen ali kemijski način (2). Dejavniki premreženja so 
zbrani v preglednici I. 
  
Slika 4: Mehanizem reakcije premreženja želatine z aldehidi. Premrežen produkt želatine je 
aminal. Prirejeno po (8). 
 




Preglednica I: Kemijski in fizikalni dejavniki, ki povzročijo premreženje. Prirejeno po (2,9). 
KEMIJSKI REAGENTI FIZIKALNI DEJAVNIKI 
Snovi, ki vsebujejo karbonilne funkcionalne 
skupine, aldehidi, ketoni, imini, kalcijev 
karbonat, sladkorji (aldoze), peroksidi, 
sulfonska kislina, p-toluen sulfonska kislina, 
barvila, konzervansi, plastifikatorji. 
Visoka vlaga, visoka temperatura, svetloba, 
ultravijolično sevanje, mikrovalovi. 
Ko se premreženje začne, ga ni mogoče ustaviti, tudi če vzrok premreženja odstranimo. Kemijski 
dejavniki, ki povzročajo premreženje, so lahko prisotni v pomožnih snoveh ali v učinkovini, lahko 
pa nastanejo zaradi razpada posameznih komponent v formulaciji ali ovojnini. Prisotnost določenih 
funkcionalnih skupin (in spojin) v učinkovini ali pomožnih snoveh lahko pospešuje (karbonilne 
skupine) ali zavira (aminske skupine) premreženje želatine. Prav tako lahko premreženje povzročijo 
prisotne nečistote, ki vsebujejo aldehide (1,2,8,13). 
Formaldehid lahko nastaja in situ v formulaciji iz plastifikatorjev, konzervansov, maščob, 
polietiliranih komponent (PEG) in površinsko aktivnih snovi (polisorbati…). Pomožne snovi lahko 
zaradi različnih dejavnikov razpadejo, pri tem pa nastanejo snovi, ki povzročijo premreženje. PEG 
in polisorbat 80 se avtooksidirata, pri tem pa nastanejo aldehidi (2,8,12,14). Avtooksidacijo PEG in 
nastanek formaldehida prikazuje slika 6. 
 
Slika 6: Shematski prikaz nastanka formaldehida iz PEG. Prirejeno po (14). 
Drug pomemben dejavnik, ki inducira premreženje, je vlaga. Povišana vlaga katalizira nastanek 
imina, ki je prvi intermediat v reakciji premreženja. Katalizira tudi razpad pomožnih snovi, pri čemer 
nastajajo produkti, ki povzročajo premreženje. Škrob pogosto vsebuje sledove stabilizatorja 
heksametilentetramina, ki pri povišani vlagi razpade na amonijak in formaldehid. Povišana vlaga 
vpliva tudi na hitrost nastanka premreženja med aminokislinami arginina. Povišana temperatura 
povzroči in pospeši premreženje. Višja kot je temperatura, večji je obseg premreženja (2,8,12). 
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1.3.2 Zaviranje premreženja želatine  
Znanih je mnogo pristopov, s katerimi lahko formulacije, ki vsebujejo želatino, zaščitimo pred 
pojavom premreženja. Izkazalo se je, da je želatina tipa B manj dovzetna za premreženje in zato v 
splošnem bolj primerna za uporabo. Drug pristop je zaščita želatine pred aldehidi. V formulacijo se 
dodajo snovi, ki delujejo kot lovilci molekul, ki pospešujejo premreženje. Primarni in sekundarni 
amini reagirajo s karbonilnimi funkcionalnimi skupinami in na tak način preprečijo, da bi npr. 
aldehidi reagirali z želatino. Z uravnavanjem pH okolja se da nadzorovati razpad snovi v formulaciji 
in tako preprečiti nastanek aldehidov. Tudi uporaba direktnih inhibitorjev premreženja (piridin, 
piperidin, glicerin, p-aminobenzojska kislina) zmanjša vpliv premreženja na testih sproščanja. Na 
pojav premreženja pomembno vplivajo tudi prisotnost vlage, povišane temperature in svetlobe. Z 
uporabo ustrezne ovojnine in ustreznimi pogoji shranjevanja se da uspešno nadzorovati obseg 
premreženja (2). 
1.3.3 Premreženje in njegov vpliv na teste in vitro in in vivo  
Premreženje povzroči nastanek v vodi netopne plasti, ki jo imenujemo pelikel. Pelikel je v osnovi 
zelo tanka, odporna in gumijasta membrana. Lahko nastane na zunanji ali notranji površini kapsule. 
Po zaužitju želatinskih kapsul je pomembno, da se želatinska kapsula popolnoma raztopi, saj s tem 
omogoči sproščanje učinkovine in tako zagotovi njen terapevtski učinek. Pelikel predstavlja bariero, 
ki preprečuje oz. ovira sproščanje učinkovine iz formulacije. Membrana se ne raztrga zlahka in to 
povzroči spremenjeno sproščanje učinkovine iz formulacije ter posledično spremenjen profil 
sproščanja, ki ne ustreza specifikacijam (1,2,12).   
Nepopolno raztapljanje želatinskih kapsul in problemi s sproščanjem učinkovine so deležni veliko 
pozornosti. Ta pojav so prvič opazili leta 1974 pri trdih želatinskih kapsulah kloramfenikola in leta 
1977 pri mehkih želatinskih kapsulah digoksina. Spremenjene profile sproščanja so opazili v več 
študijah na farmacevtskih oblikah, ki so vsebovale želatino (mehke in trde želatinske kapsule, s 
sladkorjem obložene tablete). Premreženje so povzročili na različne načine: želatinske kapsule so 
izpostavili hlapom formaldehida, povišani vlagi in temperaturi, v kapsule so polnili pomožne snovi, 
ki inducirajo premreženje ali mešanico pomožnih snovi in znanih količin formaldehida. Opazili so 
korelacijo med profilom sproščanja in stresnimi pogoji. Bolj ostri kot so bili stresni pogoji, bolj 
spremenjen je bil profil sproščanja (kapsule so potrebovale dlje časa, da so razpadle in sprostile 
učinkovino). Hitrost sproščanja učinkovine je padala z naraščanjem stopnje premreženja želatine 
(2,3,12). 
V literaturi sta znana dva primera zmanjšane biološke uporabnosti učinkovine iz FO, ki so vsebovale 
želatino. Prvi primer je zmanjšano delovanje fenitiona v trdih želatinskih kapsulah, ki so bile 
shranjene pri povišani temperaturi in vlagi. Drugi primer je odpoklic mehkih želatinskih kapsul 
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zaradi neustrezne disolucije in zmanjšane biološke uporabnosti. To je vodilo do ustanovitve 
FDA/Industry Gelatin Capsule Working Group, ki naj bi raziskala povezavo rezultatov in vitro in 
biološke uporabnosti in vivo. Skupina je izvajala teste sproščanja na s formaldehidom premreženih 
trdih in mehkih želatinskih kapsulah paracetamola. Teste sproščanja so izvajali z uporabo disolutorja 
USP Apparatus 2 (pri 37 °C, 50 rpm), pri čemer sta disolucijski medij predstavljala voda in umetni 
želodčni sok (z dodanim encimom in brez). Ugotovili so, da kapsule izpostavljene stresnim pogojem 
ne zadostijo specifikacijam testa sproščanja, kadar kot disolucijski medij uporabijo vodo. V primeru, 
da se kot disolucijski medij uporabi umetni želodčni sok z dodanim pepsinom, kapsule zadostijo 
specifikacijam testa sproščanja. Obnašanje premreženih kapsul in vivo so proučevali z merjenjem 
plazemskih koncentracij paracetamola. Plazemske koncentracije so določili z uporabo tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti (ang. High Performance Liquid Chromatography, HPLC). 
Spremljali so farmakokinetične parametre: površino pod krivuljo (ang. Area under Curve, AUC), 
maksimalno plazemsko koncentracijo zdravilne učinkovine (cmax), čas med administracijo 
učinkovine in začetkom absorpcije (tlag) ter čas, ko se doseže maksimalna plazemska koncentracija 
učinkovine (tmax). Med kapsulami (izpostavljene in neizpostavljene stresnim pogojem) niso opazili 
pomembnih razlik v AUC. Opazili so zelo majhne spremembe v parametrih, na katere vpliva hitrost 
sproščanja: cmax je bila višja, tmax in tlag sta bila podaljšana. Ugotovili so, da pride do zakasnitve 
sproščanja učinkovine. Bolj kot je kapsula premrežena, daljša je zakasnitev. Poleg tega so ugotovili, 
da upočasnjeno sproščanje učinkovine in vitro nima oz. ima zelo majhen vpliv na spremenjeno oz. 
zmanjšano biološko uporabnost učinkovine in vivo (2,4,8). 
Narejene so bile številne študije, ki so se ukvarjale s primerjavo profila sproščanja učinkovin in vitro 
v želatinskih kapsulah in njihovo biološko uporabnostjo in vivo. Obnašanje produkta in vivo je 
nevariabilno in nanj ne moremo vplivati. Parametri in vivo so variabilni in odvisni od uporabljene 
metode, hitrosti mešanja, vrste disolucijskega medija in drugih spremenljivk, ki jih lahko variiramo 
z namenom posnemanja okolja in vivo. Cilj teh študij je bil oblikovati takšne teste in vitro, ki bi bolje 
napovedovali obnašanje in vivo (8). 
Vzrok nespremenjenih profilov in vivo premreženih želatinskih kapsul so encimi gastrointestinalnega 
trakta, ki razgradijo nabrekel in slabo topen film ovojnice kapsule. Carstensen in Rhodes sta 
predlagala, da bi v testiranje in vitro vključili encime. S tem namenom so kasneje uvedli test 
sproščanja Two-tier. Test je bil prvič objavljen v 25. izdaji Ameriške farmakopeje (ang. United States 
Pharmacopeia, USP). Z uporabo testa Two-tier se prihranijo čas in stroški potrebni za izvedbo 
bioekvivalenčnih študij (2,12).  
Test Two tier je modificiran test sproščanja. Klasičnemu testu sproščanja, ki se izvaja v mediju, ki 
je predpisan v individualnih monografijah, je dodan še en test sproščanja z dodatkom ustreznih 
encimov v disolucijski medij. Obstajata 2 tipa encimov, katerih uporaba se priporoča glede na pH 
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medija (pepsin za vodni medij s pH manjšim od 6,8, pankreatin za medij s pH večjim ali enakim 6,8). 
Test so razširili tudi na slabo topne oz. netopne učinkovine. V tem primeru se dodajo površinsko 
aktivne snovi. V enem koraku se doda encim brez površinsko aktivne snovi, saj le ta onemogoči 
delovanje encima, v drugem pa se doda še površinsko aktivna snov (2,8).  
Od leta 2000 je po USP dovoljena uporaba testa sproščanja Two-tier, kadar farmacevtska oblika, ki 
vsebuje želatino, ne zadosti specifikacijam. Od leta 2015 mora biti za upotabo testa sproščanja Two-
tier dokazano, da farmacevtska oblika ne zadosti specifikacijam zaradi premreženja (1).  
1.3.4 Dokazovanje premreženja 
Metode za dokazovanje premreženja lahko razdelimo v 3 skupine: 
• vizualno opazovanje, 
• test zamenjave kapsul, 
• spektroskopske metode. 
Velik problem pri določanju premreženja želatine predstavljajo različni mehanizmi premreženja in 
heterogenost premreženja. Problematična je tudi variabilnost med posameznimi želatinskimi 
kapsulami, variabilnosti med formulacijami in pomožnimi snovmi, pogoji stresnega testiranja in 
izkušenost analitika. Potrjevanje stopnje premreženja se je izkazalo za zelo kompleksen problem 
zaradi pomanjkanja kvantitativnih metod, ki bi omogočile določanje količine premrežene želatine 
(1). 
1.3.4.1 Vizualno opazovanje 
Vizualno opazovanje je pomemben del testov sproščanja. Na ta način namreč pridobimo pomembne 
informacije o tem, kako tableta ali kapsula razpade, o načinu sproščanja učinkovine ter o fenomenu 
premreženja. Premreženje želatinskih kapsul je v literaturi opisano kot nastanek gelu podobnega 
filma, nabrekel oz. gumijast matriks, geliranje, nastanek želatinskega filma oz. podaljšan čas razpada 
premreženih kapsul. V USP kot dokaz premreženja želatine v želatinski kapsuli navajajo pojav 
pelikla. Premreženje je dokazano kot pojav tanke membrane ali želatinske mase med testom 
sproščanja. Čeprav je pelikel zelo težko opaziti, obstaja več študij, kjer o njem poročajo. Pogosto se 
za opazovanje tega pojava uporabljajo slike in videi postopka testa sproščanja. Posebno oblikovane 
kamere se vstavijo v bližino vesla in tako snemajo celoten proces raztapljanja. Lahko se posnamejo 
slike v posameznih časovnih točkah, da se vidi proces razpadanja FO, disperzija delcev in učinek 
premreženja. Vizualno opazovanje s pisno in slikovno dokumentacijo je direktna pot, ki posname 
proces premreženja. Omejitev je vidnost nastalega pelikla; še posebej v zmernih in blagih pogojih 
stresnega testiranja kapsul ter takrat, ko se premreženje v kapsuli šele začne. Pojavljajo se tudi razlike 
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v opisu pojava, ki so lahko posledica različne stopnje premreženja, variabilnosti, nehomogenosti 
pojava premreženja ter subjektivnosti analitikov (1). 
1.3.4.2 Test zamenjave kapsule 
Test zamenjave kapsul je drug način dokazovanja premreženja želatinskih kapsul. Vsebina staranih 
kapsul oz. kapsul, ki so bile izpostavljene stresnim pogojem, se prenese v »sveže« kapsule; starane 
kapsule pa se napolnijo s sveže pripravljenim polnilom. Kapsule se nato testirajo na testu sproščanja. 
Primerjava profilov sproščanja in vitro nam pomaga ugotoviti vzrok spremenjenega profila 
sproščanja. S tem testom se nedvoumno dokaže, da je upočasnjeno sproščanje učinkovine posledica 
spremembe kapsule in ne spremembe kvalitete polnila. V primeru upočasnjenega sproščanja 
učinkovine iz staranih kapsul in ob normalnem profilu sproščanja svežih kapsul, polnjenih s polnilom 
iz staranih kapsul, lahko sklepamo, da je prišlo do premreženja želatinskih kapsul. Pri testiranju 
kapsul je treba uporabiti čim več vzorcev, saj je proces premreženja zelo heterogen. Pri izbiri testa 
zamenjave kapsul se je treba zavedati, da vsi tipi želatinskih kapsul niso primerni za izvedbo tega 
testa. Z njim ne moremo testirati mehkih želatinskih kapsul in trdih želatinskih kapsul, ki so polnjene 
s poltrdnimi ali tekočimi polnili, imajo gastrorezistentno oblogo ali prevleko za tesnjenje kapsul oz. 
so zatesnjene tako, da jih ni mogoče odpreti in prenesti vsebine (1). 
1.3.4.3 Spektroskopske metode 
Za določanje oz. oceno premreženja želatine so bile uporabljene številne spektroskopske tehnike:   
• spektroskopija NMR (jedrska magnetna resonanca, ang. Nuclear Magnetic Resonance),  
• ultravijolična (UV) in fluorescenčna (FS) spektroskopija,  
• bližnja infrardeča spektroskopija (NIR), 
• infrardeča spektroskopija z uporabo Fourierove transformacije (FT-IR).  
Zgoraj naštete metode so uporabne za preiskovanje mehanizmov premreženja. Sprememba spektra 
glede na nepremreženo želatino je odvisna od količine (koncentracije) uporabljenega formaldehida 
in časa reakcije (1). 
SPEKTROSKOPIJA 13C NMR 
Spektroskopske meritve NMR so bistveno pripomogle k razumevanju mehanizma premreženja in 
identifikaciji reaktivnih mest. Z uporabo 13C obogatenega formaldehida so ugotovili, da so v reakciji 
premreženja s formaldehidom udeležene amino skupine lizina in arginina (premreženje lizin-lizin, 
lizin-arginin in arginin-arginin) (1,2). 
Z uporabo NMR so potrdili nastanek metilenskih mostičkov med lizinom in argininom. Metilenski 
mostički najprej nastanejo na lizinu, potem na argininu, po daljši inkubaciji pa nastanejo še lizin-
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arginin aminali. Med sušenjem želatine nastanejo še mostički arginin-arginin. Spektroskopija 13C 
NMR zaradi nizke občutljivosti tehnike ni primerna za direktno testiranje premrežene želatine (1,8). 
UV SPEKTROSKOPIJA 
UV spektroskopija z uporabo 2,4,6-trinitrobenzensulfonske kisline (TNBS) omogoča kvantitativno 
določanje stopnje premreženja želatine. Z uporabo te metode se določi količina nepremreženih amino 
skupin oz. se določa delež Ԑ-amino skupin, ki ne sodelujejo v procesu premreženja. V želatini Ɛ-
amino skupine vsebujeta aminokislini hidroksi-lizin in lizin. Z določanjem Ԑ-amino skupin lahko 
zaznamo izgubo ene Ԑ-amino skupine od začetnih 33 prisotnih lizinskih in hidroksil-lizinskih 
ostankov na molekuli idealne molekule želatine z molekulsko maso 1000 000 g/mol (s to metodo 
lahko zaznamo spremembo, ko se 2 povprečni molekuli želatine med seboj premrežita prek dveh Ԑ-
amino skupin) (2,12,13,15). 
TNBS v bazičnem okolju reagira s primarnimi amini, tako s terminalnimi α- kot tudi Ԑ-amino 
skupinami. Kakade in Liener sta uvedla korak ekstrakcije z dietiletrom, s katerim se odstranijo 
prebitna količina TNBS in trinitrofenilnimi (TNP)-α-amino derivati ter se s tem omogoči specifično 
določanje Ԑ-amino skupin. Absorbanca se meri v kislem okolju pri 346 nm (da se izognemo vplivu 
nastalega kompleksa sulfit-TNP). Slabša topnost vzorca lahko vpliva na rezultat vsebnosti, zato so 
dodali kislo hidrolizo v avtoklavu (zagotovi ustrezno topnost vzorca, poteče hidroliza derivatov TNP-
α-amino,  derivat TNP-Ԑ-amino je odporen na hidrolizo) in podaljšali čas reakcije s TNBS (zagotovi, 
da reakcija poteče do konca) (1,13,15). Za izračun vsebnosti Ԑ-amino skupin v želatini se uporabi 










                                                                              (enačba 1) 
MM = molekulska masa (g/mol) 
1,46 × 104 L mol-1 cm-1 = molarna absorptivnost TNP-lizina 
b = dolžina svetlobne poti (cm) 
x = masa vzorca (g) 
 
Metoda se je izkazala za zelo uspešno pri merjenju premreženja v visokih koncentracijah. Ofner je 
proučeval trde želatinske kapsule polnjene z laktozo pomešano z različnimi količinami formaldehida 
(12). Uporaba 1000 ppm formaldehida povzroči 83% zmanjšanje prisotnih Ԑ-amino skupin v 
primerjavi z nepremreženo želatino. Pri uporabi koncentracije 120 ppm formaldehida ali manj razlik 
s to metodo ni bilo možno zaznati (1,12). 
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Veliko število korakov in zahtevna priprava vzorcev povečujeta variabilnost metode. Slabost metode 
je, da ne zazna premreženja, ki ne nastane na Ԑ-amino skupinah. Sicer je metoda enostavna za 
uporabo v analitskih laboratorijih, saj potrebujemo le UV spektrometer (1,15). 
INFRARDEČA (IR) SPEKTROSKOPIJA IN STATISTIČNA OBDELAVA SPEKTROV 
Infrardeča svetloba je elektromagnetno valovanje med 13000 in 10 cm-1 in se deli na bližnje (NIR; 
12800 - 4000 cm-1), srednje (MIR; 4000 - 200 cm-1) in daljno (FIR; 50 - 1000 cm-1) območje IR. 
Molekule izpostavljene infrardečemu valovanju selektivno absorbirajo sevanje določenih valovnih 
dolžin in prehajajo iz osnovnega v vzbujeno stanje. Na podlagi interakcij kemijskih vezi molekul z 
infrardečo svetlobo dobimo informacije o identiteti in strukturi molekul. Frekvenca absorpcijskega 
pasu na spektru je določena z razliko vibracijske energije, število absorpcijskih vrhov je odvisno od 
vibracijskih prostostnih stopenj molekule, intenzivnost vrha pa od spremembe dipolnega momenta 
ter možnosti prehajanja energijskih nivojev. Prednosti infrardeče spektroskopije so hitrost in 
nedestruktivnost metode ter sposobnost analize majhne količine vzorca. Uporablja se za kvalitatitvno 
(identifikacija snovi) in kvantitativno analizo (intenziteta vrhov je proporcionalna količini snovi), 
kot tudi za študije sekundarne strukture bolj kompleksnih sistemov (proteini, DNA in ostale biološke 
molekule) (16,17,18). 
Razlike v posnetih spektrih so pogosto minimalne, zato snemanju spektrov pogosto sledi še njihova 
kemometrična obdelava. Ena izmed pogosto uporabljenih kemometričnih tehnik je analiza glavnih 
kompontent (ang. Principal Component Analysis, PCA). Z uporabo PCA se zmanjša 
dimenzionalnost seta podatkov, kjer nastopa veliko odvisnih spremenljivk. Z linearno transformacijo 
se te pretvorijo v nov set neodvisnih spremenljivk, ki jih imenujemo glavne komponente (ang. 
Principal Components, PC). Te so strukturirane tako, da prvih nekaj PC vsebuje večino variacij, ki 
jih vsebujejo začetne spremenljivke. Prva PC vsebuje informacijo o komponenti, ki najbolj prispeva 
k variabilnosti spektrov, druga PC je ortogonalna na prvo in najbolj obteži valovne dolžine, ki najbolj 
prispevajo k variabilnosti podatkov po odstranitvi prve PC (1,11,19).  
Narejene so bile številne študije vpliva formaldehida na želatinske kapsule z uporabo tehnike IR 
(11,12,19,20,21). Spektroskopija NIR se je izkazala kot učinkovita metoda za zaznavanje 
premreženja želatine. Gold je v svoji študiji proučeval obseg premreženja trdih želatinskih kapsul po 
izpostavitvi kapsul atmosferi formaldehida (150 ppb) v časovnih točkah od 2,25 do 24 ur (11). 
Kapsule so po preteku časa napolnili z amoksicilinom in izvedli teste sproščanja ter jim posneli 
spektre s spektrometrom NIR. Za analizo spektrov so uporabili metodo PCA in ugotovili, da obstaja 
dobra linearna povezava med % sproščene učinkovine in spektralnimi podatki, s katerimi so 
napovedovali profile sproščanja. Gold je izvedel podobno študijo še na mehkih želatinskih kapsulah; 
spremljal je migracijo formaldehida iz PEG polnila v želatinsko ovojnico mehke želatinske kapsule 
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(19). Ugotovil je linearno odvisnost med spektri NIR in količino premrežene želatine, sprožene z 
različnimi koncentracijami formaldehida. V kolikor bi želeli, da bi metoda ustrezala zahtevam 
farmakopejskih testov, bi potrebovali kalibracijo metode s setom vzorcev, ki pokriva območje 
stopnje premreženja, ki povzroči neustrezen rezultat testa sproščanja Tier-two. Priprava teh 
kalibracijskih vzorcev je zelo zahtevna, zato bo za potrjevanje premreženja s pomočjo NIR potrebnih 
še veliko nadaljnjih študij (1,11,19). 
Salsa je uporabil spektroskopsko metodo FT-IR za spremljanje premreženja želatine (21). Prah 
želatine so stisnili v pelete s KBr, na njih nanesli vodno raztopino formaldehida ter posneli spektre v 
različnih časovnih točkah (po 2. minutah, nato še 9 × na 5 minut). Za interpretacijo rezultatov so 
uporabili analizo PCA in ugotovili, da je PC1 povezana z nastankom premreženja lizin-arginin, PC2 
z nastankom metilol-lizina in PC3 z nastankom metilol-arginina. V študiji Tengrotha so z uporabo 
ATR FT-IR proučevali vpliv različnih aldehidov na trde želatinske kapsule (20). Premreženje so 
dosegli z izpostavitvijo kapsul atmosferi aldehida v eksikatorju. Z uporabo spektroskopije FT-IR so 
analizirali mehanizme premreženja. Ugotovili so, da se spekter spremeni glede na čas 
izpostavljenosti kapsul aldehidom. Krajši časi izpostavljenosti (60 min) so potrdili nastanek 
intermediatov (nastanek metilolov lizina in arginina), ki so jih pred tem že dokazali z uporabo NMR. 
Daljši časi izpostavljenosti aldehidom povzročijo spremembo spektrov, ki je posledica adsorpcije 
aldehidov na želatino; zaradi premreženja pride tudi do premika vrha amida II k nižjim valovnim 
številom (1,20,21).  
1.3.5 Testi topnosti in sproščanja 
Testi topnosti želatinskih filmov in testi sproščanja so uporabni za oceno obsega premreženja, saj je 
zmanjšana topnost želatine linearno povezana z obsegom premreženja. Z uporabo teh testov ne 
pridobimo podatkov o mehanizmu premreženja in njegovi lokaciji; ravno tako ne moremo 
kvantificirati obsega premreženja (2). 
Testi sproščanja veljajo za zelo občutljive, saj zaznajo premreženje že v majhnem obsegu. Že kapsule 
polnjene s koncentracijo 20 ppm formaldehida (laktoza pomešana z ustrezno količino formaldehida) 
niso zadostile kriterijem testov sproščanja (2,12). 
V študiji Welza in Ofnerja so obseg premreženja spremljali z določanjem topnosti želatine (10). 
Izvedli so teste sproščanja pri temperaturi 37 °C in nato določili količino neraztopljene želatine. 
Uporabili so gravimetrično metodo, s katero so direktno določili količino neraztopljene želatine in 
ugotovili, da se z daljšanjem časa izpostavljenosti želatine povišani temperaturi, povečuje količina 
neraztopljene želatine. Netopni preostanek so določali tudi z uporabo 2,2′-bikinolin-4,4′-
dikarboksilne kisline (BCA), ki ob reakciji s proteinom tvori obarvan kompleks z absorpcijskim 
maksimumom pri 562 nm. Določili so količino raztopljene želatine in neraztopljeno količino želatine 
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izračunali. Prednost metode z določanjem raztopljene želatine z BCA je v tem, da ne gre za 





V magistrski nalogi bomo raziskali premreženje polimera želatine s formaldehidom. Uporabili bomo 
trde želatinske kapsule, ki jih bomo izpostavili formaldehidu pri povišani temperaturi in nato z 
različnimi metodami preverili vpliv formaldehida na lastnosti kapsul. Variirali bomo čas 
izpostavljenosti in tako dobili kapsule z različnimi stopnjami premreženja želatine. Poleg tega bomo 
kapsule polnili tudi s pomožnimi snovmi, ki ob povišani temperaturi sproščajo formaldehid in 
ugotavljali, kako vplivajo na lastnosti kapsul. Količino formaldehida, sproščenega iz pomožnih 
snovi, bomo določili z metodo HPLC. Količino premrežene želatine bomo določili z gravimetričnim 
določanjem netopnega preostanka, jo korelirali s časom izpostavljenosti in tako določili kinetiko 
reakcije premreženja. Kapsule izpostavljene formaldehidu bomo analizirali s pomočjo 
spektroskopije FT-IR. Posneli bomo več spektrov kapsul z različnimi časi izpostavljenosti 
formaldehidu (v več časovnih točkah) in jih med sabo primerjali. Kapsule z različnimi stopnjami 
premreženja polimera bomo polnili z učinkovino in izvedli teste sproščanja. Pričakujemo spremenjen 
profil sproščanja učinkovin iz kapsul obdelanih s formaldehidom v primerjavi z neobdelanimi 
kapsulami. Pričakujemo tudi razlike v profilih sproščanja glede na čas izpostavljenosti kapsul 
formaldehidu oz. stopnjo premreženja polimera želatine. Dobljene profile sproščanja bomo korelirali 
z rezultati testa gravimetričnega določanja netopnega preostanka in spektri FT-IR. Poskusili bomo 
ugotoviti, kako obseg premreženja želatine v želatinskih kapsulah vpliva na profil sproščanja 
učinkovine. Namen magistrske naloge je tudi ugotoviti, ali obstaja oz. kakšna je korelacija med 
dobljenimi meritvami FT-IR in disolucijskimi lastnostmi kapsul, ki so bile izpostavljene 




3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
Želatinske kapsule 
Uporabljali smo želatinske kapsule velikosti 0 (Lek d.d). 
Učinkovina 
Paracetamol (Acetaminophen), SigmaUltra, min. 99%, Sigma Aldrich, ZDA 
Paracetamol je p-amino derivat fenola (slika 7). Njegova molekulska masa je 151,063 g/mol. Je bel 
kristaliničen prah brez vonja in je grenkega okusa. Po klasifikaciji BCS (ang. Biopharmaceutical 
Classification System) ga uvrščamo v razred I (dobro topna in dobro permeabilna učinkovina), 
njegov pKa je 9,38. Topnost v vodi pri 25°C znaša 14000 mg/L (24). Je slabše topen v hladni vodi 
kot v topli. Dobro je topen v alkoholih (metanol, etanol), acetonu, etil acetatu; slabo topen v etru in 
praktično netopen v petroletru. Je stabilen pod priporočenimi pogoji shranjevanja. Paracetamol po 
anatomsko-terapevtsko-kemični (ATC) klasifikaciji zdravil spada med analgetike (drugi analgetiki 
in antipiretiki: anilidi). Deluje na centralni živčni sistem prek inhibicije encima ciklooksigenaze 
(COX), ki je udeležen pri sintezi prostaglandinov. Uporablja se za lajšanje blagih do zmerno hudih 
bolečin in/ali povišane telesne temperature. Nima protivnetnega delovanja (22,23,24). 
 
Kemikalije 
− 2,4-dinitrofenilhidrazinijev klorid, (C6H6N4O4*HCl, 2,4-DNPH), Tokyo Chemical industry 
(TCI), Tokio, Japonska  
− 37% formaldehid v vodi (HCHO), ACS reagent, Sigma Aldrich, ZDA 
− 85% fosforjeva(V) kislina (H3PO4), Merck, Darmstadt, Nemčija 
− acetonitril (CH3CN; ACN), HPLC Gradient Grade; J.T.Baker, Kitajska 
− dimetil sulfoksid (DMSO), Merck, Darmstadt, Nemčija 
− hidroksipropilmetil celuloza (HPMC) 
− metanol (CH3OH, MeOH), HPLC Gradient Grade; J.T.Baker, Nizozemska 
− MilliQ voda (H2O), Merck Millipore, Advantage A10 
− natrijev acetat (Na+CH3COO
-, NaOAc), ACS reagent, Riedel de Haën, Seelze, Nemčija  
Slika 7: Strukturna formula paracetamola. 
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− ocetna kislina (Acetic acid glacial, CH3COOH), ACS reagent, Merck, Darmstadt, Nemčija  
− Pharmacoat 603 (HPMC), Lek d.d. 
− polietilenglikol 6000 (PEG), Merck, Darmstadt, Nemčija 
 
Naprave in laboratorijska oprema: 
− analitska tehtnica Mettler Toledo, XS205DU/M, Schwerzenbach, Švica  
− aparatura za pripravo bidestilirane vode Milli-Q Advantage A10 Water Purification System, 
Merck Millipore, ZDA 
− centrifuga Mini spin plus,  Eppendorf, Schönenbuch, Švica 
− sušilnik ThermoFischer Scientific Heraeus Vacutherm VT6025, Madison, ZDA 
− grelec z magnetnim mešalom, IKA RCT basic, Staufen, Nemčija 
− pH meter z mikroelektrodo, Mettler Tolerdo Seven Multi mv/ORP, Schwerzenbach, Švica 
− Multi-blok heater, Labline Instruments, Melrose Park, ZDA 
− merilnik temperature, IKA ETS-D6, Staufen, Nemčija 
− aparatura za sproščanje z vesli z ročnim vzorčenjem (po USP naprava 2), Agilent 
Technologies 1100 Series, Waldbronn, Nemčija 
− HPLC sistem Aglient 1100, Agilent Technologies, ZDA 
− naprava za odzračevanje, Caleva MD 1000, Frankfurt, Nemčija 
− ultrazvočna kopel, Branson 8510, Emerson Industrial Automation, ZDA 
− spektrometer IR, Thermo Scientific Nicolet iS50 FT-IR (iS50 ATR), Madison, ZDA 
− viale HPLC (32 ×11,6 mm) 
− centrifugirke, 1,5 mL, Braun, Wertheim, Nemčija 
− 5 mL brizge, BD Discardit II, Španija 
− kanile 
− kovinski obtežniki za kapsule (ang. sinker) 
− filtri, PVDF 0,45 µM  
− digitalna štoparica 
− termometer  
− avtomatske pipete z nastavki 
− laboratorijska steklovina: čaše, 13 mL steklene viale, spatule, tehtalni čolnički, magnetna 





3.2.1 PRIPRAVA VZORCEV 
Vzorce za vse uporabljene analitske metode in teste smo pripravili na enak način. V 13 mL vialo smo 
dali trdo želatinsko kapsulo, ki smo jo ločili na telo in kapico. V 13 mL vialo smo dali vialo HPLC , 
kamor smo pred tem odpipetirali 20 µL ustrezne raztopine (preglednica II). Vialo smo zaprli z 
gumijastim zamaškom in zaporko ter jo neprodušno zatesnili (slika 8). Vzorce smo postavili v 
sušilnik s temperaturo 60 °C in jih ob ustreznih časovnih točkah jemali iz sušilnika. Za vsako časovno 
točko vzorčenja smo pripravili 6 paralelk.  
 
 
Preglednica II: Postopek priprave vzorcev. 
VZOREC (in pogoj) VIALA HPLC 
kapsule izpostavljene HCHO/DMSO in 
povišani temperaturi (HCHO/DMSO) 
v viali HPLC je 20 µL 200 × razredčenega  
HCHO (37% raztopine v vodi) v DMSO 
kapsule izpostavljene samo povišani 
temperaturi (T) 
Brez viale HPLC 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
DMSO (DMSO) 
v viali HPLC je 20 µL DMSO 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
H2O (H2O) 
v viali HPLC je 20 µL H2O 
 
kapsule izpostavljene HCHO/DMSO in 
povišani temperaturi v eksikatorju (E) 
brez viale HPLC: vseh 6 kapsul smo dali v 
eksikator (18 × povečan volumen) s 120 µL  
200 × razredčenega  HCHO/DMSO 
  




Priprava raztopine formaldehida:  
Pripravili smo 200 × razredčeno raztopino formaldehida v DMSO. V vialo HPLC smo odpipetirali 
100 µL 37% raztopine HCHO v vodi (Sigma Aldrich, ZDA), dodali 900 µL DMSO in dobro 
premešali. V drugo vialo HPLC smo odpipetirali 50 µL prej pripravljene 10 × razredčene raztopine 
HCHO in dodali 950 µL DMSO ter premešali.   
3.2.1.1 PRIPRAVA VZORCEV Z IN SITU NASTALIM HCHO 
Priprava trdih želatinskih kapsul polnjenih s PEG: 
Želatinske kapsule smo napolnili z 250 mg PEG, jih dali v 13 mL vialo in jih neprodušno zatesnili z 
gumijastim zamaškom in aluminijasto zaporko ter jih postavili v sušilnik s temperaturo 60 °C za 64 
h. Po pretečenih 64 h smo kapsule vzeli iz sušilnika in iz njih odstranili PEG. Kapsule smo pustili, 
da se ohladijo na sobno temperaturo ter nato z njimi po opisanih postopkih izvedli teste sproščanja, 
gravimetrično določanje netopnega preostanka ter jim posneli spektre IR. Teste sproščanja in 
gravimetrično določanje netopnega preostanka smo izvedli v 6 paralelkah, snemanje spektrov IR pa 
v 3. 
Priprava trdih želatinskih kapsul polnjenih s HPMC:  
Želatinske kapsule smo napolnili z 250 mg HPMC, jih dali v 13 mL vialo in jih neprodušno zatesnili 
z gumijastim zamaškom in aluminijasto zaporko ter jih postavili v sušilnik s temperaturo 60 °C za 
64 h. Po pretečenih 64 h smo kapsule vzeli iz sušilnika in iz njih odstranili PEG. Kapsule smo pustili, 
da se ohladijo na sobno temperaturo ter nato z njimi po opisanih postopkih izvedli teste sproščanja, 
gravimetrično določanje netopnega preostanka ter jim posneli spektre IR. Teste sproščanja in 
gravimetrično določanje netopnega preostanka smo izvedli v 6 paralelkah, snemanje spektrov IR 
spektrov pa v 3. 
3.2.2 TESTI SPROŠČANJA  
3.2.2.1 Izvajanje testov sproščanja 
Za izvajanje testov sproščanja smo pripravili vzorce po prej opisanem postopku. Preglednica III 
prikazuje testirane vzorce.  
Preglednica III: Vzorci, ki smo jih testirali s testi sproščanja. 
POGOJ ČAS IZPOSTAVLJENOSTI POGOJU  
nestarane kapsule / 
kapsule izpostavljene HCHO/DMSO in 
povišani temperaturi (HCHO/DMSO) 
20, 60 in 260 minut 
19 
 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi (T) 60 minut 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
DMSO (DMSO) 
60 minut  
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
H2O (H2O) 
60 minut  
kapsule polnjene z 250 mg PEG  64 ur 
kapsule polnjene z 250 mg HPMC 64 ur 
 
Vzorce smo vzeli iz sušilnika in iz 13 mL viale odstranili vialo HPLC ter jih nato pustili na sobni 
temperaturi 1 h. Vsako kapsulo smo stehtali in jo ročno napolnili z 200 mg paracetamola. S tako 
pripravljenimi kapsulami smo izvajali teste sproščanja.  
Za izvedbo testov sproščanja smo izbrali napravo z vesli oz. napravo 2 po USP (slika 9). Pogoji, pod 
katerimi smo izvajali teste sproščanja:  
− medij: voda  
− volumen medija: 900 mL 
− temperatura medija 37,3 °C 
− časovne točke vzorčenja: vsaj 8 točk odvzema vzorca 
− volumen vzorca: 5 mL (odvzetega volumna vzorca nismo nadomeščali) 
− hitrost vrtenja mešala: 50 rpm  
 
 




Najprej smo segreli vodno kopel na 37,3 °C in si v napravi za odzračevanje pripravili medij. V vsako 
izmed šestih posod smo nalili 900 mL medija, nastavili hitrost vrtenja vesla na 50 obratov na minuto 
in začeli z izvajanjem testa. Vsako kapsulo smo vpeli v kovinski obtežnik za kapsule (ang. sinker) in 
jih nato dajali v posode s 30 sekundnim zamikom, da smo imeli dovolj časa za jemanje vzorcev. 
Vzorce smo jemali ročno s 5 mL brizgo s kanilo. Odvzet vzorec smo prefiltrirali čez filter PVDF z 
velikostjo por 0,45µm (prvih nekaj mL smo zavrgli) v vialo HPLC. Količino raztopljene učinkovine 
smo določili z analizo HPLC.    
3.2.2.2 Analiza vzorcev 
Koncentracijo učinkovine v vzorcih in standardih smo določali s tekočinsko kromatografijo visoke 
ločljivosti. Pogoji kromatografske analize:   
− kromatografski sistem: Aglient 1100 Series 
− kolona: Xbridge C18, 2,5 µm, 50 mm × 4,6 mm, Waters   
− temperatura kolone: 35 °C 
− mobilna faza: 1 mL/L H3PO4 v 5% ACN 
− pretok mobilne faze: 2 mL/min 
− volumen injiciranja vzorca: 5 µL 
− spiranje igle s 40% MeOH 
− detektor: UV 
− detekcija pri valovni dolžini: 245 nm 
− retencijski čas: 0,92 min  
− čas snemanja kromatogramov: 1,5 min 
 
Priprava mobilne faze:  
V 1 L steklenico smo z merilnim valjem nalili 950 mL vode in nato z merilnim valjem dodali še 50 
mL ACN. S pipeto smo dodali 1 mL H3PO4. Raztopino smo dobro premešali in jo 5 minut degazirali 
na ultrazvoku.  
 
Priprava osnovne standardne raztopine paracetamola:  
V 13 mL vialo smo natehtali približno natančno 3 mg paracetamola in s pipeto dodali takšen volumen 
vode, da smo dobili koncentracijo raztopine 1 mg/mL. Dobljeno raztopino smo dobro premešali in 
dali za 5 minut na ultrazvok, da se je ves paracetamol dobro raztopil. Tako pripravljen standard smo 




Priprava razredčene standardne raztopine paracetamola:   
Iz osnovne standardne raztopine paracetamola smo pripravili razredčeno standardno raztopino 
paracetamola s koncentracijo 0,222 mg/mL, kar je izračunana maksimalna koncentracija učinkovine 
v 900 mL medija. Za vsako analizo smo sproti pripravili svež standard.  
 
Preverjanje ustreznosti metode (linearnost, ponovljivost) 
Z določanjem linearnosti in ponovljivosti 
smo preverjali ustreznost izbrane metode. 
Za preverjanje linearnosti smo si 
pripravili različne koncentracije 
paracetamola v vodi: 10-3 mg/mL, 5 × 10-
2 mg/mL, 10-2 mg/mL, 10-1 mg/mL, 0,222 
mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/mL in 0,5 
mg/mL. Vse raztopine smo pripravili z 
redčenjem osnovne raztopine 
paracetamola v vodi s koncentracijo 1 
mg/mL. Izvedli smo analizo in narisali 
graf dobljene površine pod 
kromatografskim vrhom paracetamola (A) v odvisnosti od koncentracije standardne raztopine (slika 
10). Z metodo linearne regresije smo izračunali enačbo premice in kvadrat Pearsonovega koeficienta 
korealcije (R2). S šetkratnim zaporednim injiciranjem iste standardne raztopine smo preverili 
ponovljivost analize. Koeficient variacije (KV) je znašal 0,13%.  
Izračun koncentracije in deleža sproščene učinkovine  
Koncentracijo sproščene učinkovine smo pri vsaki analizi izračunali iz dobljene površine pod 




            (enačba 2) 
Pri izračunu koncentracije sproščene učinkovine smo upoštevali zmanjševanje volumna medija 
zaradi odvzema vzorca in  maso učinkovine v odvzetem vzorcu. Maso učinkovine v odvzetem vzorcu 
smo izračunali po enačbi 3: 
𝑚𝑣𝑧(𝑚𝑔) = 𝑐𝑣𝑧 ∗ 𝑉𝑣𝑧                     (enačba 3) 
Zmanjšan volumen medija smo upoštevali v izračunu sproščene učinkovine v celotnem volumnu 
medija (enačba 4 in enačba 5):  













Slika 10: Umeritvena krivulja za preverjanje 
linearnosti določanja koncentracij paracetamola. 
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𝑚𝑡𝑜𝑡(𝑚𝑔) = 𝑐𝑣𝑧 ∗ 𝑉𝑛          (enačba 4) 
𝑉𝑛 = 𝑉𝑚 − (𝑛 − 1) ∗ 𝑉𝑣𝑧         (enačba 5) 
Celokupno maso sproščene učinkovine smo dobili s seštevanjem mase sproščene učinkovine v 
mediju ob zadnjem odvzemu in seštevkom mas učinkovine v vseh predhodno odvzetih vzorcih 
(enačba 6): 
𝑚𝑛 = 𝑐𝑛 ∗ 𝑉𝑛 + 𝑚1 + 𝑚2 + ⋯ 𝑚𝑛−1        (enačba 6) 




) ∗ 100           (enačba 7) 
Pomen oznak v enačbah:  
cvz koncentracija učinkovine v odvzetem vzorcu (mg/mL) 
cs koncentracija standarda (0,222 mg/mL) 
Avz površina pod kromatografskim vrhom vzorca 
As površina pod kromatografskim vrhom standarda 
mvz masa učinkovine v 5 mL odvzetega vzorca (mg) 
Vvz volumen odvzetega vzorca (5 mL) 
m(tot) masa sproščene učinkovine v celotnem volumnu medija ob času t 
Vn volumen medija, pred odvzemom n-tega vzorca (mL) 
Vm volumen medija na začetku (900 mL) 
n število vzorcev 
mn masa sproščene učinkovine do določene časovne točke (mg) 
cn koncentracija učinkovine v mediju ob času t 
mu masa učinkovine polnjene v kapsulo (mg) 
% odstotek sproščene učinkovine po času t 
 
3.2.3 GRAVIMETRIČNO DOLOČANJE NETOPNEGA PREOSTANKA 
ŽELATINSKIH KAPSUL 
Vzorce smo pripravili po prej opisanem postopku. Ob času vzorčenja smo jih vzeli iz sušilnika, jih 
odprli in iz njih odstranili vialo HPLC. V vialo smo odpipetirali 5 mL vode (T = 50 °C). Viale smo 
ponovno dobro zatesnili, jih pretresli in dali v vodno kopel (T = 60 °C) na magnetnem mešalu. Vzorce 
smo vmes večkrat dobro pretresli. Ko so se kapsule raztopile, smo vzorce prenesli v 1,5 mL 
centrifugirke. Centrifugirali smo 5 min pri 14500 rpm, supernatant smo zavrgli. Ko smo centrifugirali 
celoten vzorec, smo netopen preostanek v centrifugirki sprali z 1,5 mL vode (T = 50 °C), ponovno 
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centrifugirali in supernatant zavrgli. Spiranje z vodo smo še enkrat ponovili. Netopni preostanek smo 
nato sprali še z 1,5 mL metanola, vzorec ponovno centrifugirali, zavrgli supernatant in spiranje z 
metanolom še enkrat ponovili. Iz centrifugirk smo odstranili metanol in jih odprte postavili v sušilnik 
s temperaturo 60 °C. Po eni uri smo na sušilnik priklopili vakuumsko črpalko in vzorce še eno uro 
sušili pod vakuumom. Vzorce smo vzeli iz sušilnika in jih ohlajene stehtali. Postopek sušenja smo 
ponavljali, dokler nismo po sušenju dosegli konstantnih mas. Preglednica IV prikazuje vzorce, ki 
smo jih analizirali.  
Preglednica IV: Vzorci, na katerih smo izvedli gravimetrično analizo netopnega preostanka. 
POGOJ ČAS IZPOSTAVLJENOSTI 
nestarane kapsule / 
kapsule izpostavljene HCHO/DMSO in 
povišani temperaturi (HCHO/DMSO) 
20, 60, 100, 140, 180, 220 in 260 minut, 24 h 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi (T) 60 minut, 24 h 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
DMSO (DMSO) 
60 minut, 24 h 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
H2O (H2O) 
60 minut, 24 h 
kapsule polnjene z 250 mg PEG  64 ur 
kapsule polnjene z 250 mg HPMC 64 ur 
 
3.2.4 ANALIZA FT-IR 
Za snemanje spektrov smo uporabili spektrometer Nicolet iS50FT-IR (iS50 ATR) (proizvajalec 
Nicolet Instrument Co, Madison, ZDA) z devteriranim triglicin sulfatnim (DTGS) detektorjem (slika 
11). Snemali smo s tehniko oslabljenega popolnega odboja (ang. Attenuated Total Reflectance, ATR) 
v programu Omnic 9. Tabelo nastavitev snemanja prikazuje preglednica V.  
 
Slika 11: Spektrometer FT-IR: Nicolet iS50FT-IR (iS50 ATR).  
24 
 
Spektrometer FT-IR (slika 12) se od disperzijskih spektrometrov razlikuje po prisotnosti 
Michelsonovega interferometra (premično in nepremično zrcalo ter delilec žarka). Svetloba iz vira 
infrardeče svetlobe potuje skozi delilec žarka, ki polovico svetlobe prepusti na nepremično zrcalo, 
drugo polovico pa odbije na premično zrcalo. Žarka se od zrcal odbijeta in se na delilcu žarka združita 
ter potujeta na detektor. Dolžina poti, ki jo žarek prepotuje do nepremičnega zrcala, je ves čas enaka; 
dolžina poti do premičnega zrcala pa se z njegovim premikanjem spreminja in tako ustvarja optično 
razliko poti med obema žarkoma. Če je razdalja med obema zrcaloma in delilcem žarka enaka, je 
dolžina poti obeh žarkov enaka (ang. Zero Path Difference). Glede na odmik premičnega zrcala žarka 
prepotujeta različno razdaljo; dodatna razdalja, ki jo žarek prepotuje zaradi odmika premičnega 
zrcala se imenuje OPD (ang. Optical Path Difference). Glede na vrednost OPD in valovno dolžino 
pride do konstruktivne (maksimalna intenziteta vrha na detektorju) ali destruktivne interference 
(minimum intenzitete na detektorju). Zaradi premikanja premičnega zrcala je interferenca ves čas 
med konstruktivno in destruktivno, intenziteta signala pa kosinusno niha med minimumom in 
maksimumom. Na interferogramu je prikazana intenziteta vrhov v odvisnosti od OPD. Signal z 
detektorja se računalniško obdela s Fourierjevo transformacijo (inverzija neodvisne spremenljivke-
OPD) in tako pretvori v spekter absorbance oz. transmsitance v odvisnosti od valovnega števila (18).  
Prednosti spektrometrov FT-IR, v primerjavi z disperzijskimi, so posledica simultanega načina 
snemanja pri vseh valovnih dolžinah in večje intenzitete svetlobe, ki pride na detekor (večja 
občutljivost). Spektrometri FT-IR so cenejši, omogočajo htirejše snemanje, imajo boljše razmerje 
signal-šum, boljšo ponovljivost in točnost meritev (25).  
Slika 12: Zgradba spektrometra FT-IR. Prirejeno po (26). 
Tehnika oslabljenega popolnega odboja temelji na popolnem notranjem odboju (shematski prikaz 
delovanja na sliki 13). Vpadna svetloba, ki pride na kristal, se popolnoma odbije, kadar je vpadni kot 
na površini med vzorcem in kristalom večji od kritičnega kota (funkcija lomnega količnika materiala 
kristala ATR). Svetloba se ne odbije direktno od mejne površine, temveč penetrira v notranjost 
vzorca in se odbije od virtualne plasti optično manj gostega vzorca. Frakcija svetlobe, ki doseže 
vzorec se imenuje oslabljeni žarek. Vzorec selektivno absorbira energijo, zato žarek izgubi energijo 
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valovne dolžine, kjer je prišlo do absorpcije. Po enem ali več notranjih odbojih žarek IR zapusti 
kristal ATR in potuje na detektor (27,28,29). 
Za kvalitetno posnete spektre je zelo pomembno, da je med vzorcem in kristalom ATR dober stik ter 
da je lomni količnik kristala veliko večji od lomnega količnika vzorca. Glavne prednosti tehnike 
ATR so hitro vzorčenje brez predhodne obdelave vzorcev (merjenje vzorcev v naravnem stanju), 
dobra reproducibilnost, enostavnost čiščenja, omogoča merjenje vzorcev, ki močno absorbirajo (npr. 
guma) ter minimalne variacije zaradi operaterja (27,28,29).  
Preglednica V: Nastavitve parametrov snemanja spektrov s spektroskopijo ATR-IR. 
PARAMETER VREDNOST 
ozadje zrak 
število ponovitev snemanja 32 
ločljivost (cm-1) 4,000 
območje snemanja spektra 4000 - 400 cm-1 
delilec žarka  KBr 
format absorbanca 
material kristala diamant 
 
Vzorce smo pripravili po prej opisanem postopku. Vzorce smo vzeli iz sušilnika in iz 13 mL viale 
odstranili vialo HPLC ter jih nato pustili na sobni temperaturi 1 h. Preglednica VI prikazuje vzorce, 
ki smo jim posneli spektre IR. Vedno smo najprej posneli spekter ozadja in nato spekter vzorca. Med 
vsako meritvijo smo kristal in vijak očistili z metanolom ter počakali, da se posušita. Vsaki kapsuli 
smo ločeno posneli spekter telesa in kapice in tako za vsako časovno točko vzorčenja dobili 12 
spektrov. Spektre smo shranili v formata SPA in SPC, za obdelavo spektrov in izdelavo modela smo 
uporabili program Simca. 
  
Slika 13: Shematski prikaz načina snemanja v tehniki ATR (n1: optično gostejši medij (kristal), 
n2: optično redkejši medij (vzorec), Ɵ: kot vpadne svetlobe. Prirejeno po (30,31). 
26 
 
Preglednica VI: Vzorci, ki smo jim posneli spektre IR. 
POGOJ ČAS IZPOSTAVLJENOSTI 
nestarane kapsule / 
kapsule izpostavljene HCHO/DMSO in 
povišani temperaturi (HCHO/DMSO) 
20 ,60, 100, 140, 180, 220 in 260 minut, 24 h  
kapsule izpostavljene povišani temperaturi (T) 60, 140 in 260 minut 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in 
DMSO (DMSO) 
60, 140 in 260 minut 
kapsule polnjene z 250 mg PEG  64 ur 
kapsule polnjene z 250 mg HPMC 64 ur 
 
3.2.5 DOLOČANJE VSEBNOSTI FORMALDEHIDA V HPMC, PEG IN DMSO 
Formaldehid smo določali z derivatizacijo z 2,4-dinitrofenilhidrazinom. Med aldehidom in 2,4-
dinitrofenilhidrazinom poteče reakcija kondenzacije, nastane 2,4-dinitrofenilhdrazon, ki ga določimo 
z detektorjem UV pri valovni dolžini 355 nm (slika 14). Z derivatizacijo se poveča občutljivost 
metode (32,33).  
 
Slika 14: Reakcija med formaldehidom in 2,4-dinitrofenilhidrazinom. Prirejeno po (32). 
 
Priprava 6 mg/mL dinitrofenilhidrazina v ACN: 
V stekleno vialo smo natehtali približno natančno 120 mg 2,4-dinitrofenilhidrazina. S pipeto smo 
dodali 20 mL ACN in dobro premešali.   
 
Priprava 50 mM NaOAc pH 5 : ACN = 1:1: 
V 200 mL erlenmajerico smo natehtali približno natančno 410 mg NaOAc, z merilnim valjem dodali 
100 mL vode ter dobro premešali. Nato smo s pipeto dodali še toliko ocetne kisline (približno 150 
µL), da je bil pH dobljene raztopine 5. V erlenmajerico smo z merilnim valjem nalili 100 mL ACN 




Priprava osnovne standardne raztopine HCHO/H2O:  
V 200 mL erlenmajerico smo odpipetirali 496 µL 37 w/w% raztopine HCHO (Sigma Aldrich, ZDA), 
z vodo dopolnili do oznake in dobro premešali. Dobili smo osnovno raztopino HCHO/H2O s 
koncentracijo 1 mg/mL, iz katere smo s postopnim redčenjem z vodo pripravili raztopine s 
koncentracijami: 5  10-3 mg/mL, 10-3 mg/mL, 5  10-4 mg/mL 10-4 mg/mL, 5  10-5 mg/mL in 10-5 
mg/mL HCHO/H2O. 
 
Priprava vzorcev:  
Vzorci, ki smo jim določali koncentracijo HCHO:  
- 10 mg/mL PEG (preden smo ga izpostavili pogoju in po)  
- 10 mg/mL HPMC (preden smo ga izpostavili pogoju in po)  
- 1000 mg/mL DMSO (preden smo ga izpostavili pogoju in po) 
 
Vzorce, ki smo jih izpostavili pogoju, smo pripravili tako, da smo v 13 mL viale natehtali približno 
natančno 250 mg PEG, 250 mg HPMC in odpipetirali 5 mL DMSO. Vzorce smo za 64 h postavili v 
sušilnik s temperaturo 60 °C. Po 64 h smo vzorce vzeli iz pogoja in iz njih pripravili raztopine z 
ustrezno koncentracijo.  
V 5 mL merilne bučko smo natehtali približno natančno 50 mg vzorca (PEG in HPMC) in nato 
dopolnili z vodo do oznake. Dobljene raztopine smo dobro premešali. Vzorcev DMSO nismo redčili.  
Po enakem postopku smo pripravili raztopine vzorcev, ki jih nismo izpostavili pogoju (64 h na 60 
°C).  
 
Priprava vzorcev, standardov in slepe raztopine z derivatizacijo:  
V vialo HPLC smo pipetirali: 
− 0,1 mL posamezne standardne raztopine HCHO/H2O oz. vzorca oz. H2O (v primeru slepe 
raztopine) 
− 0,8 mL 50 mM NaOAc pH 5 : ACN = 1:1  
− ter 0,1 mL 6 mg/mL 2,4-dinitrofenilhidrazina v ACN. 
Dobro smo premešali ter standarde in vzorce termostatirali na Thermo-block Heat-erju 45 min pri 
temperaturi 40 °C.  
 
Količino HCHO v vzorcih in standardih smo določili s pomočjo analize HPLC. Koncentracijo 
sproščene učinkovine smo pri vsaki analizi izračunali iz površine pod signalom (A) iz kromatograma 




           (enačba 8) 
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Pogoji kromatografske analize:   
− kromatografski sistem: Aglient 1100 Series 
− kolona: Xbridge C18, 2,5µm, 75mm × 4,6 mm, Waters   
− temperatura kolone: 40 °C 
− mobilna faza: 50% ACN/H2O 
− pretok mobilne faze: 1,5 mL/min 
− volumen injiciranja vzorca: 10 µL 
− spiranje igle s 50% ACN 
− detektor: UV 
− detekcija pri valovni dolžini: 355 nm 
− retencijski čas: 1,35 min  
− čas snemanja kromatogramov: 3,5 min  
 
Priprava mobilne faze:  
V 1 L steklenico smo z merilnim valjem nalili 500 mL vode in nato z merilnim valjem dodali še 500 
mL ACN. Raztopino smo dobro premešali in jo 5 minut degazirali na ultrazvoku.  
 
Preverjanje ustreznosti metode (linearnost, ponovljivost) 
Z določanjem linearnosti in ponovljivosti 
smo preverjali ustreznost izbrane metode. 
Izvedli smo analizo in narisali graf dobljene 
površine pod kromatogramom v odvisnosti 
od koncentracije standardne raztopine (slika 
15). Z metodo linearne regresije smo 
izračunali enačbo premice in kvadrat 
Pearsonovega koeficienta korealcije (R2). S 
šestkratnim zaporednim injiciranjem iste 
standardne raztopine s koncentracijo 5  10-4 
mg/mL smo preverili ponovljivost analize, 
koeficient variacije je znašal 0,40%. 
  














Slika 15: Umeritvena krivulja za preverjanje 
linearnosti določanja koncentracije HCHO 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 PRIPRAVA VZORCEV OZ. POGOJI TESTIRANJA  
Vzorce smo izpostavili atmosferi HCHO. V 13 mL viali smo imeli 40,3 µg HCHO (37 w/w % HCHO 
z gostoto 1,09 g/mL; dodali smo 20 µL 200 × redčene raztopine), v 1440 mL eksikatorju pa 241,8 
µg HCHO (količino HCHO smo 6 × povečali, volumen je bil 110 × večji). Kapsule smo ločili na telo 
in kapico; s tem smo dosegli, da HCHO ni prišel v stik le z zunanjo stranjo kapsul, saj v realnih 
pogojih HCHO navadno nastaja in situ pri razpadu pomožnih snovi in tako povzroči premreženje na 
notranji strani kapsul. Kot topilo za redčenje HCHO smo uporabili DMSO, saj se je uporaba vode 
izkazala za neprimerno. Stabilnost trdih želatinskih kapsul je zelo odvisna od vsebnosti vode 
(normalno vsebujejo med 13-16% vode) in pogojev shranjevanja (optimalni pogoji shranjevanja so 
med 40- in 60% vlage) (2). Želatina je material, ki je zelo higroskopen in ima sposobnost absorbirati 
vlago iz okolja, to pa vpliva na lastnosti kapsul. V primeru, ko smo kot topilo uporabili vodo, je bila 
atmosfera 100% nasičena z vlago. Kapsule so vezale vodo iz atmosfere, spremenile obliko ter postale 
mehke in lepljive, takšnih pa nismo mogli polniti in uporabiti za izvedbo testov sproščanja. Iz tega 
razloga smo kot topilo za redčenje formaldehida uporabili DMSO, saj je manj hlapen in zato manj 
vpliva na mehanske lastnosti kapsul. Želatinske kapsule smo izpostavili HCHO/DMSO pri povišani 
temperaturi z namenom, da bi z ostrejšimi pogoji pospešili reakcijo premreženja. Izvedli smo 
kontrolne eksperimente, s katerimi smo preverjali vpliv temperature in topila na premreženje kapsul. 
Kapsule smo izpostavili samo povišani temperaturi; povišani temperaturi in topilu ter povišani 
temperaturi in vodi. S tem smo želeli ločiti vpliv formaldehida na lastnosti trdih želatinskih kapsul 
od morebitnih vplivov temperature, topila in prisotne vode v DMSO. Temperatura, vlaga, topilo in 
količina formaldehida v atmosferi so bili ves čas izvajanja eksperimentov enaki, spreminjali smo le 
čas izpostavljenosti kapsul atmosferi formaldehida. S tem smo spreminjali obseg premreženja in tako 
dobili različno močno premrežene kapsule. Preverjali smo tudi vpliv nastalega formaldehida in situ 
na lastnosti želatinskih kapsul. Kot vir formaldehida smo uporabili polietilenglikol (PEG) in 




4.2 TESTI SPROŠČANJA  
4.2.1 Vpliv temperature in topila  
Namen izvedenih testov sproščanja je bil ugotoviti, če temperatura in topilo pomembno pospešujeta 
oz. vplivata na premreženje kapsul. Iz grafa (slika 16) je razvidno, da se učinkovina najhitreje sprosti 
iz nestaranih kapsul. Opazimo, da pride pri ostalih kapsulah, ki so bile izpostavljene različnim 
pogojem, (voda, DMSO, povišana temperatura) do rahlega premika krivulje v desno in malo 
upočasnjenega profila sproščanja. Zanimivo je tudi, da se učinkovina hitreje sprošča iz kapsul, ki so 
bile izpostavljene povišani temperaturi ob prisotnosti topila (tako DMSO kot vode), kot iz kapsul, ki 
so bile izpostavljene samo povišani temperaturi. To nas je presenetilo, saj smo pričakovali, da bo 
sproščanje manj spremenjeno zgolj ob prisotnosti povišane temperature oz. pričakovali smo dodaten 
vpliv topila na premreženje. Razliko v profilih sproščanja lahko pripišemo variabilnosti med 
kapsulami ali pa prisotnosti topila. Ker se nam % sproščene učinkovine zaradi visokih koeficientov 
variacije pokrivajo, ne moremo trditi, da so spremenjeni profili sproščanja posledica različnih 
pogojev, ki so jim bile kapsule izpostavljene in ne zgolj posledica variabilnosti med posameznimi 
kapsulami. Iz zgornjega grafa (slika 16) lahko zaključimo, da temperatura in dodatek topila DMSO 
ne povzročita signifikantnih razlik v profilu sproščanja.  
Slika 16: Primerjava povprečnih profilov sproščanja iz nestaranih kapsul; kapsul, ki so bile 60 
minut izpostavljene povišani temperaturi in topilu (DMSO); kapsul, ki so bile 60 minut 
izpostavljene povišani temperaturi (T) in kapsul, ki so bile 60 minut izpostavljene povišani 





















povprečje DMSO, 60 min
povprečje povišana T, 60 min
povprečje H₂O, 60 min
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4.2.2 Vpliv formaledhida  
4.2.2.1 Vizualno opazovanje  
Pri izvajanju testov sproščanja ima zelo pomembno vlogo tudi vizualno opazovanje, saj lahko z 
njegovo pomočjo hitro prepoznamo in opazimo spremenjene vzorce razpadanja in raztapljanja FO, 
nastale kot posledica variabilnosti znotraj formulacije ali proizvodnega procesa. Med izvajanjem 
testa je pomembno, da smo pozorni na pojav morebitnih lebdečih delcev učinkovine, pojav pelikla 
in ostalih podobnih tvorb (gumijaste in nabrekle tvorbe), da spremljamo hitrost razpadanja (kako se 
spreminja oblika in velikost FO skozi čas) ter način odpiranja kapsul (34). 
Kapsule, ki jih nismo izpostavili nobenim pogojem, so se odprle že takoj na začetku izvajanja testa 
sproščanja in iz njih je pospešeno izhajala učinkovina. Po prvih petih minutah so popolnoma razpadle 
in se raztopile, v mediju ni bilo opaznih nobenih netopnih delčkov. Podobno smo opazili tudi pri 
kapsulah, ki so bile izpostavljene povišani temperaturi, povišani temperaturi in DMSO, povišani 
temperaturi in H2O ter pri kapsulah, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO v eksikatorju (18 × 
povečan volumen na posamezno kapsulo). 
Pri kapsulah, ki so bile izpostavljene formaldehidu, smo takoj opazili spremenjeno sproščanje. 
Kapsule so se odprle veliko kasneje oz. se sploh niso. Ves čas so nabrekale, opazili smo balončke in 
iz njih so izhajali mehurčki zraka. Kapsule so tudi spreminjale barvo iz bele v vedno bolj prozorno. 
Kapsule, ki so bile HCHO/DMSO izpostavljene 260 minut, so po 90. minutah ostale popolnoma 
cele; opazili pa smo, da so zelo nabrekle. Pri kapsulah, ki so bile HCHO/DMSO izpostavljene 60 
minut, smo opazili podobno obnašanje. Test smo podaljšali in opazili, da kapsule tudi po 5,5 h niso 
razpadle. Takrat se je iz kapsul sprostilo skoraj 80% učinkovine, kljub temu pa je na koncu ostalo 
ogrodje kapsule. Pri kapsulah, ki smo jih izpostavili formaldehidu, smo opazili, da so se hidratirale 
in nabreknile, ampak se niso raztrgale. Na koncu je ostala netopna, skoraj prozorna membrana-
pelikel. Pojav pelikla velja za nedvoumen dokaz premreženja (1). Pelikel je viden na sliki 17.  
Pri kapsulah, ki so bile pogoju HCHO/DMSO izpostavljene 20 minut, smo opazili, da so razpadle in 
se odprle počasneje kot kapsule, ki niso bile izpostavljene nobenim stresnim pogojem. Kapsule so 
malo nabreknile, ampak so po 20 minutah razpadle in se odprle, v mediju pa smo opazili plavati 
koščke kapsul. Koščki, ki se dlje časa vrtijo po mediju, so najbrž bolj premreženi od tistih delov, ki 
so se prej raztopili. To potrjuje hipotezo, da proces premreženja ne poteka enako po celotni kapsuli. 
Pri testiranju kapsul iste serije, ki je bila izpostavljena enakim pogojem, smo opazili razlike v 
razpadanju želatinskih kapsul; nekaj kapsul je razpadlo veliko počasneje kot ostale znotraj iste serije. 





4.2.2.2 Koeficient variacije 
 
Slika 18: Koeficienti variacije v vseh točkah vzorčenja. 6 paralelk za vsak pogoj, razen 12 paralelk 
nestaranih kapsul.  
Za vsako serijo kapsul, ki smo jih testirali s testom sproščanja, smo izračunali povprečni delež 
sproščene učinkovine, standardno deviacijo in koeficient variacije v vseh časovnih točkah vzorčenja. 
Iz grafa (slika 18) razberemo, da je koeficient variacije na začetku testa sproščanja vedno zelo visok, 
potem pa se počasi zmanjšuje. Pričakovano je, da je koeficient na začetku testa sproščanja večji, saj 
se kapsule različno hitro odpirajo. Na začetku potekajo razpad FO, penetracija medija in difuzija ZU 
z različnimi hitrostmi. Visoka variabilnost rezultatov oteži identifikacijo učinkov proučevane 
spremenljivke in pojav trendov. Rezultati testov sproščanja veljajo za zelo variabilne, kadar KV 
znaša več kot 20% v prvih 10 minutah in več kot 10% v kasnejših časovnih točkah vzorčenja (34). 
Visok KV je lahko posledica razlik v pripravi vzorcev (zatesnjenost vzorcev, natančnost pipetiranja 
razredčene raztopine HCHO/DMSO), razlik med samimi kapsulami (razlike v masi), napak, ki 































HCHO/DMSO, eksikator, 60 min
DMSO, 60 min
povišana T, 60 min
H₂O, 60 min
Slika 17: Kapsule izpostavljene formaldehidu 60 in 260 minut med testom 




točnem času, nismo vzorčili vedno točno 5 mL), razlik, ki so posledica delovanja aparature ter 
nastalega nehomogenega premreženja kapsul. KV za testirane kapsule so bili zelo visoki. Opazili 
smo tudi, da so KV za kapsule, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO, večji kot za kapsule, ki niso 
bile izpostavljene formaldehidu (slike 18-20). Iz tega sklepamo, da sproščanje iz premreženih kapsul 
poteka bolj neenakomerno in potrdimo heterogenost procesa premreženja.   
4.2.2.3 Primerjava profilov sproščanja  
Zaradi visokega koeficienta variacije na začetku testa sproščanja, smo se odločili, da bomo primerjali 
odstotke sproščene učinkovine v 30. in 60. minuti. Takrat je pri kapsulah, ki niso bile izpostavljene 
stresnim pogojem, kot tudi pri tistih, ki so bile izpostavljene stresnim pogojem, ampak ne 
formaldehidu, sproščena že praktično vsa učinkovina in koeficient variacije znaša manj kot 5%. % 
sproščene učinkovine v 30. in 60. minuti smo zaradi boljše preglednosti prikazali s stolpčnim grafom 
(slika 19, slika 20) in preglednicami (preglednica VII in preglednica VIII). 
Preglednica VII: Območja % sproščene učinkovine z upoštevanjem KV ob času vzorčenja 30 min.  
 VZOREC povprečje (%) KV (%) 
območje KV (%) 
  
nestarane kapsule 96,56 3,42 93,25 99,87 
T 60 min  89,33 5,63 84,3 94,36 
DMSO 60 min  95,24 2,21 93,13 97,35 
H2O 60 min  93,2 1,09 92,18 94,22 
20 min HCHO/DMSO 37,27 42,17 21,55 58,82 
60 min HCHO/DMSO 4,29 28,18 3,08 5,5 
60 min HCHO/DMSO, eksikator 91,54 7,85 84,35 98,73 




































60 min HCHO/DMSO, eksikator
260 min HCHO/DMSO
Slika 19: Povprečje % sproščene učinkovine iz testiranih kapsul ob času vzorčenja 30 min. 6 






Slika 20: Povprečje % sproščene učinkovine iz testiranih kapsul ob času vzorčenja 60 min. 6 
paralelk za vsak pogoj, razen 12 paralelk nestaranih kapsul.  
Preglednica VIII: Območja % sproščene učinkovine z upoštevanjem KV ob času vzorčenja 60 min.  
 VZOREC povprečje (%) KV (%) 
območje KV (%) 
  
nestarane kapsule 103,33 0,94 102,36 104,3 
T 60 min  99,07 0,26 98,81 99,33 
DMSO 60 min  101,82 0,83 100,98 102,66 
H2O 60 min  100,06 0,22 99,84 100,28 
20 min HCHO/DMSO 66,93 26,19 49,4 84,46 
60 min HCHO/DMSO 9,83 24,8 7,39 12,27 
60 min HCHO/DMSO, eksikator 105,06 0,57 104,46 105,66 










































Slika 21: Primerjava povprečnih profilov sproščanja nestaranih kapsul in kapsul, ki so bile 
izpostavljene HCHO/DMSO pri povišani temperaturi (20, 60 in 260 minut). 6 paralelk za vsak 
pogoj, razen 12 paralelk nestaranih kapsul.  
Sproščanje iz kapsul, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO, je v primerjavi s sproščanjem iz 
nestaranih kapsul zelo upočasnjeno (profile sproščanja prikazuje slika 21). Učinkovina se iz kapsul, 
ki so bile HCHO/DMSO izpostavljene 60 in 260 minut, sprošča zelo počasi. Po 30 minutah, ko je iz 
kapsul, ki niso bile izpostavljene HCHO, sproščena že praktično vsa učinkovina, se iz teh ne sprosti 
niti 5% učinkovine. Odstotek sproščene učinkovine postopoma linearno narašča, ampak v celotnem 
času testiranja profil sproščanja ne doseže točke prevoja. Sproščanje iz kapsul, ki so bile 
HCHO/DMSO izpostavljene le 20 minut, poteka hitreje. Na profilu sproščanja vidimo točko prevoja, 
po 150 minutah pa se sprosti skoraj celotna učinkovina. Opazimo, da sta si profila sproščanja kapsul, 
ki so bile HCHO/DMSO izpostavljene 60 in 260 minut zelo podobna. V literaturi podobnost 
razlagajo s tem, da je HCHO omejitveni dejavnik z ozirom na reaktivna mesta (11). Glede na to, da 
se po 60 minutah iz kapsul sprosti manj kot 10% učinkovine, bi lahko sklepali, da je premreženje 
poteklo na večini reaktivnih mest. Sklepamo lahko, da so zasedena vsa reaktivna mesta na želatinski 
kapsuli, s katerimi bi HCHO lahko reagiral. Podobnost profilov lahko razložimo tudi s tem, da se je 
večina reaktanta že porabila in zaradi manjše koncentracije HCHO, ki je na voljo, reakcija poteka 
počasneje. Dobljeni profili sproščanja učinkovine iz premreženih in nepremreženih kapsul ne 
ustrezajo 0., 1. ali 2. redu reakcije. % sproščene učinkovine iz kapsul je odvisen od časa 
izpostavljenosti kapsul HCHO/DMSO. Daljši čas, kot je bila kapsula izpostavljena HCHO/DMSO, 
bolj je bilo upočasnjeno sproščanje učinkovine. 
  
y = 0.1437x - 0.7407
R² = 0.9709



















Primerjava profilov sproščanja 
povprečje nestaranih
kapsul
povprečje kapsul 260 min
HCHO/DMSO
povprečje kapsul 60 min
HCHO/DMSO




Spremembo v sproščanju učinkovine iz kapsul si razlagamo kot posledico s formaldehidom nastalega 
premreženja želatine. Med najbolj reaktivne skupine želatine spadata aminski skupini lizina in 
arginina. Formaldehid reagira z aminokislinami, predvsem z Ԑ-amino skupino lizina. Pride do 
sprememb v naboju na površini proteina in v obsegu interakcij protein-protein, to pa spremeni 
lastnosti proteina in vpliva na topnost. Pride do povečanja molekulske mase, spremeni se naravna 
razporeditev molekule želatine, zmanjša se mobilnost verig in oteži se dostop do Ԑ-lizina. 
Premreženje lahko poteče še na drugih delih molekule, kar naredi verigo polimera še bolj kohezivno 
in še dodatno oteži dostop topilu (35). Pri reakciji s presežkom HCHO pride do nastanka 
premreženih, hidrofobnih verig polimera, ki imajo višjo molekulsko maso, niso več topne v vodnem 
mediju in otežujejo oz. preprečujejo migracijo učinkovine (11). 
Premreženje lahko poteče na notranjem ali zunanjem delu kapsule, odvisno od vpletenih reakcij. 
Netopna membrana lahko nastane na zunanji strani, navadno kot posledica visoke temperature in 
vlage; ali na notranji strani (med polnilom in kapsulo) v primeru kemijsko induciranega premreženja 
(pelikel). Oba tipa reakcij lahko potečeta istočasno (36). 
4.2.2.4 Vpliv volumna posode na teste sproščanja 
Želeli smo zmanjšati variabilnost med kapsulami in vse izpostaviti popolnoma enakim pogojem, zato 
smo jih vseh 6 naenkrat dali v eksikator (V = 1440 mL), kamor smo dodali 120 µL HCHO/DMSO 
(6 × količina dodanega HCHO/DMSO v manjšem volumnu). Spodnji graf (slika 22) prikazuje profile 
sproščanja iz teh kapsul.  
 
Slika 22: Primerjava profilov sproščanja kapsul, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO pri povišani 
temperaturi 60 minut v različnih volumnih posode (viala = 13 mL in eksikator = 1440 mL). 6 paralelk 
za vsak pogoj. 
V 30. minutah se je iz kapsul, ki so bile v eksikatorju, sprostilo 91,54% ZU (KV = 7,85%); iz kapsul, 




























manjši koeficienti variacije. Učinkovina se iz kapsul, ki so bile v eksikatorju, sprošča veliko hitreje 
kot iz kapsul, ki so bile enak čas izpostavljene enaki količini HCHO v manjšem volumnu. Čeprav 
smo v obeh primerih uporabili enako maso HCHO na posamezno kapsulo, smo opazili velike razlike 
v % sproščene učinkovine. Vzrok za razliko v profilih sproščanja je v volumnu. V eksikatorju je bil 
volumen posode veliko večji (približno 18 × večji na posamezno kapsulo), zato je imel HCHO več 
prostora za gibanje in s tem manjšo verjetnost, da pride v direkten stik s kapsulami. Iz dobljenih 
podatkov lahko zaključimo, da ima pomembno vlogo pri poteku reakcije premreženja parcialni tlak 
HCHO. S povečanjem volumna posode ob enaki količini HCHO na posamezno kapsulo spremenimo 
parcialni tlak HCHO (ne ohrani se razmerje površine HCHO na volumen posode). S tem, ko je bil v 
13 mL viali višji parcialni tlak HCHO, je bilo za potek reakcije na voljo več HCHO in zato je reakcija 
potekla hitreje in v večjem obsegu. Kapsule iz 13 mL vial so bile, v primerjavi s tistimi iz eksikatorja, 
bolj premrežene.   
4.3 GRAVIMETRIČNA ANALIZA  
Z gravimetrično analizo netopnega ostanka trdih želatinskih kapsul smo ugotavljali povezavo med 
maso netopnega preostanka in časom izpostavljenosti kapsul formaldehidu. Kapsule smo za različne 
čase izpostavili pogojem in na tak način dobili različno močno premrežene kapsule. S tem smo želeli 
spremljati potek reakcije premreženja.  
Gravimetrična analiza netopnega preostanka temelji na spremembi topnosti želatine; premrežena 
želatina ni topna v vodi in ostane kot netopni preostanek. Z dodatkom tople vode smo zagotovili, da 
so se deli želatinske kapsule, ki niso bili premreženi raztopili. Pomembno je bilo, da je voda segreta 
vsaj na 30 °C, saj je želatina pod to temperaturo netopna (37). Da se želatina dobro raztopi in ob tem 
ne izgubi sposobnosti geliranja, jo je treba segreti med 50 in 60 °C (38). Že na videz smo pri kapsulah, 
ki so bile HCHO izpostavljene dlje časa, opazili, da se ne raztapljajo. Po centrifugiranju smo netopni 
preostanek spirali s toplo vodo in s tem odstranili topno želatino ter ostale topne komponente. Na 
koncu smo netopni preostanek sprali še z metanolom in s tem odstranili vodo ter tako omogočili 
hitrejše sušenje. Prispevek premreženja k prirastu mase netopnega preostanka zaradi vpliva HCHO 
smo izračunali tako, da smo odšteli prirast mase netopnega preostanka nestaranih kapsul ter vpliv 
topila in temperature. 
4.3.1 Vpliv temperature in topila 
Iz slik 23 in 24 je razvidno, da se masi netopnega preostanka kapsul, ki so bile izpostavljene povišani 
temperaturi in tistih, ki so bile izpostavljene povišani temperaturi in topilu, praktično ne razlikujeta; 
zato sklepamo, da prisotnost topila ne vpliva na premreženje. Ob prisotnosti vode in povišane 
temperature dobimo manj netopnega preostanka kot samo ob prisotnosti povišane temperature. 
Kapsulam, ki smo jih 24 h pustili na povišani temperaturi oz. na povišani temperaturi ob prisotnosti 
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topila, se masa netopnega preostanka, v primerjavi z maso po 60 minutah, ne poveča znatno. Iz tega 
sklepamo, da temperatura in topilo v tako kratkem času zelo malo prispevata k povečanju mase 
netopnega preostanka.  
 
Slika 23: Primerjava mas netopnih preostankov želatinskih kapsul, ki so bile 60 min izpostavljene 
različnim pogojem (povišani temperaturi (T), povišani temperaturi in DMSO (DMSO), povišani 
temperaturi in H2O (H2O). 6 paralelk za vsak pogoj.  
 
 
Slika 24: Primerjava mas netopnih preostankov želatinskih kapsul, ki so bile 24 h izpostavljene 
različnim pogojem (povišani temperaturi (T), povišani temperaturi in DMSO (DMSO), povišani 














































































4.3.2 Vpliv formaldehida  
 
Slika 25: Odvisnost mase netopnega preostanka želatinske kapsule od časa. Po 6 paralelk za vsako 
časovno točko vzorčenja.  
Netopni preostanek kapsul, ki smo jih izpostavili HCHO/DMSO, je večji od netopnih preostankov, 
ki jih dobimo pri kontrolnih poskusih (slike 23–25). Iz tega sklepamo, da HCHO povzroči 
premreženje v večjem obsegu. V primeru kapsul, ki so bile 60 min izpostavljene HCHO/DMSO, 
lahko prisotnosti HCHO pripišemo maso netopnega preostanka 1,4 mg. Masa netopnega preostanka 
kapsul, ki so bile 24 ur izpostavljene povišani temperaturi ob prisotnosti HCHO/DMSO, se v 
primerjavi z maso po 60 minutah precej poveča. Prisotnosti HCHO lahko pripišemo maso 6,16 mg 
netopnega preostanka. Masa netopnega preostanka želatinske kapsule se z daljšanjem časa 
izpostavljenosti HCHO povečuje. S pomočjo gravimetričnega določanja netopnega preostanka 
želatinskih kapsul smo spremljali potek reakcije premreženja želatinskih kapsul. Iz grafa (slika 25) 
je razvidno, da hitrost reakcije premreženja ni ves čas enaka, konstanta hitrosti se s časom zmanjšuje. 
Iz tega sklepamo, da je hitrost reakcije odvisna od količine prisotnega formaldehida. Zanimalo nas 
je, če reakcija premreženja sledi kateremu izmed kinetičnih redov reakcij. Narisali smo grafe za 0., 
1. in 2. red reakcije in izračunali Pearsonov koeficient korelacije. Ugotovili smo, da reakcija ne 
poteka po nobenem od teh redov, saj je ujemanje zelo slabo (R2 za 0. red je 0,6631, R2 za 1. red je 
0,4483 in R2 za 2. red je 0,2861). Z gravimetrično analizo netopnega preostanka želatinskih kapsul 
smo potrdili odvisnost med prisotnostjo HCHO in večanjem mase netopnega preostanka.  
Koeficienti variacije so med 5 in 15%. Variacijo lahko pripišemo variabilnosti med kapsulami, 
različnim masam kapsul in posledično različni količini želatine v kapsuli. Na koeficient variacije 
vpliva tudi naše delo: natančnost pri pipetiranju formaldehida v viale HPLC; zatesnjenost viale in 



































gravimetričnem določanju premrežene želatine, v primerjavi s testi sproščanja, dobimo manjše 
koeficiente variacije, bi lahko sklepali, da je metoda manj občutljiva in manj sposobna zaznati razlike 
med posameznimi kapsulami. Metoda vsebuje več korakov, zato je možnost napake večja kot pri 
izvajanju testov sproščanja.  
4.4 ANALIZA IR 
4.4.1 Spektroskopija FT-IR in razlaga spektrov  
Z uporabo spektroskopije FT-IR smo ugotavljali povezavo med na novo nastalimi vezmi zaradi 
premreženja in njihovim vplivom na spekter FT-IR.  
Spekter trde želatinske kapsule vsebuje vrhove značilne za proteine (slika 26). Preglednica IX 
vsebuje razlago posameznih vrhov. 
 
Slika 26: Spekter FT-IR nestarane želatinske kapsule. 




1628 cm-1 amid I: raztezanje karbonilne skupine 
1539 cm-1 amid II: upogibanje N-H in raztezanje C-N 
1200 cm-1 amid III: trije vrhovi pri približno 1200 cm-1 
vrhovi med 2800 in 2950 cm-1 raztezanje CH2 in CH3 (vrh pri 2935,90 cm
-1 
predstavlja nesimetrično raztezanje CH2, vrh pri 
2878,55 cm-1 pa simetrično raztezanje CH2) 













































































































































Posnet spekter trdih želatinskih kapsul (slika 26) se dobro ujema s spektri, ki jih najdemo v strokovni 
literaturi in so posneti v vodni raztopini želatine; opazen je premik pasu amida II in amida III k nižjim 
valovnim številom. Do tega pride zaradi razlike v številu vodikovih vezi, ki jih je več v vodnem 
okolju kot v sami želatinski kapsuli. Vodikove vezi povečajo frekvenco upogibanja N-H (20).  
Posneli smo še spektre kapsulam, ki smo jih izpostavili povišani temperaturi, povišani temperaturi 
in DMSO ter HCHO/DMSO (slika 27). Spektri kapsul, ki so bile izpostavljene samo povišani 
temperaturi, so bili enaki kot spektri nestaranih kapsul. Pri spektrih kapsul, ki smo jih izpostavili 
povišani temperaturi in DMSO, pa smo opazili spremembo: izginil je vrh pri 1031 cm-1, pojavil pa 
se je nov vrh pri 1016 cm-1. V literaturi (20) navajajo, da se zaradi prisotnosti HCHO pojavi širok 
vrh pri valovnem številu okrog 1000 cm-1. V našem primeru bi to lahko bil pojav vrhu pri 1016 cm-
1. Posneli smo še spekter kapsulam, na katere smo nanesli manjšo količino DMSO in ugotovili, da je 
vrh prisoten tudi na njihovem spektru (Slika 28). Pojav tega vrhu nismo opazili pri kapsulah, ki so 
bile HCHO/DMSO izpostavljene krajši čas, se pa vrh pojavi, ko so kapsule izpostavljene 
HCHO/DMSO dlje časa (šele po 100 minutah). Glede na to, da se vrh pri 1016 cm-1 pojavi že ob 
prisotnosti samega topila, smo sklepali, da ni posledica reakcije premreženja. Opazili pa smo, da se 
z daljšanjem časa izpostavljenosti kapsul HCHO/DMSO intenziteta vrhu pri 1016 cm-1 veča (slika 
29). Dokazali smo, da je vrh pri 1016 cm-1 prisoten že v samem topilu in ni posledica prisotnosti 
HCHO. Sklepali smo, da se vrh pojavi zaradi adsorpcije topila na želatinsko kapsulo. 
 
Slika 27: Primerjava spektrov FT-IR kapsul na različnih pogojih (zelena = nestarana kapsula, 
vijolična = 260 min HCHO/DMSO, svetlo modra = 260 min povišana T, rdeča = 260 min DMSO). 
1903V 260 min, samo DMSO , kapsu la 4D
1802 kapsu la 7 dolga 1
1803V p rava 260 min, HCHO/dms o, kapsula 3D






























Slika 28: Primerjava spektrov FT-IR kapsul: rdeča = DMSO nanešen na kapsulo, vijolična = 24 h 
HCHO/DMSO. 
 
Slika 29: Primerjava spektrov FT-IR kapsul, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO različne čase.  
V študiji Tengrotha so opazili spremembe na posnetih spektrih trdih želatinskih kapsul (20). Pri 
kapsulah, ki so bile HCHO izpostavljene krajši čas (60 minut), so opazili spremembe na spektru, ki 
naj bi bile posledica nastanka metilola, ki nastane z adicijo aldehida na primarni amin (lizinski in 
argininski preostanek). V študiji so opazili pojav vrhov pri 800 cm-1 (out of plane bending metilol-
arginina), 1020 cm-1 (raztezanje C-O metilol-lizina) in 1095 cm-1 (raztezanje C-O metilol-arginina). 
Mi pojava teh vrhov nismo opazili. V literaturi navajajo, da je pomembno, da se spektri posnamejo 












































































DMSO nanešen  na kapsu lo  1
















 1000   1500   2000   2500   3000   3500   4000  
cm-1
1303V 20min HCHO /dmso, kapsu la  3D
1303V 60min HCHO /dmso, kapsu la  5D
1303V 100min  H CHO/dmso , k aps ula 5D
1303V 140min  H CHO/dmso , k aps ula 5D
1503V 180min  H CHO/dmso , k aps ula 4D
1503V 220min  H CHO/dmso , k aps ula 5D
1803V p rava 260 min, HCHO/dms o, kapsula 4D
















kapsulam posneli spektre takoj po testiranju, so bili vrhovi značilni za posamezen aldehid (v primeru 
HCHO se je pojavil širok vrh pri 1000 cm-1) bolj izraženi. Mi smo kapsulam posneli spektre po 60 
minutah, ampak na spektru nismo opazili nobenih razlik. Po daljših izpostavljenostih HCHO so 
ugotovili, da se spekter spremeni in se približa spektru raztopine HCHO. Pojavil se je vrh pri 1030 
cm-1, ki ga pripisujejo adsorpciji presežnega aldehida. Tudi tega vrha mi na spektru nismo opazili 
(20).  
V literaturi navajajo, da se kot posledica premreženja pojavi premik vrha amida II k nižjim valovnim 
številom (20). Na posnetih spektrih smo opazili, da se vrh amida II z daljšanjem časa izpostavljenosti 
kapsul HCHO postopoma premika k nižjemu valovnemu številu in za kapsule, ki so bile HCHO 
izpostavljene 24 h, znaša 1536,8 cm-1 (slika 30). Vrh amida II nastane zaradi raztezanja vezi C-N in 
upogibanja vezi N-H. Med premreženjem se število vezi C-N poveča, število vezi N-H pa zmanjša. 
Premik k nižjim valovnim številom je lahko posledica tega. Prav tako lahko pride do premika k 
nižjim valovnim številom zaradi izgube vodikovih vezi kot posledica izgube vode zaradi premreženja 
(20).   
 
Slika 30: Spekter FT-IR trde želatinske kapsule na pogoju HCHO/DMSO 24 h. 
Zaradi nezaznavnih razlik v spektrih smo spektre kapsul, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO, 
procesirali s programom Umetrics SIMCA. Spektre smo analizirali s PCA in skušali pridobiti 
korelacijo med časom izpostavljenosti in komponentami po PCA analizi. Rahel trend korelacije prve 
glavne komponente (PC1, abscisa na grafu slike 31) in časa izpostavljenosti smo opazili šele, ko smo 















































































































































Slika 31: Analiza PCA 1. odvoda spektrov IR kapsul izpostavljenih HCHO/DMSO. Različne barve 
točk predstavljajo različen čas izpostavljenosti HCHO/DMSO v minutah. 
Iz slike 31 vidimo, da prisotnost komponente PC1 v bolj premreženih kapsulah pada, zato so te 
kapsule na sliki pomaknjene v levo. Razvidna je korelacija s časom izpostavljenosti oz. obsegom 
premreženja.  
4.5 DOLOČANJE VSEBNOSTI HCHO V HPMC, PEG IN DMSO 
Preglednica X prikazuje koncentracijo HCHO v testiranih vzorcih.  
Preglednica X: Koncentracija HCHO (ppm) v vzorcih PEG, HPMC in DMSO pred (pred) in po 
(po) izpostavitvi pogoju 60 °C za 64 h. 
vzorec  koncentracija HCHO (ppm) 
PEG pred 40 
PEG po 196,1 
HPMC pred 19 
HPMC po 21,6 
DMSO pred 0,09 
DMSO po 0,21 
 
Ugotovili smo, da je količina HCHO, ki je prisotna v DMSO, zanemarljiva. PEG, ki ni bil 
izpostavljen pogoju, je vseboval 40 ppm HCHO, HPMC pa 19 ppm HCHO. Ko smo pomožni snovi 
izpostavili stresnim pogojem (T = 60 °C, t = 64 h), se je koncentracija HCHO v PEG močno povečala 
(iz 40 ppm na 196 ppm), koncentracija HCHO v HPMC pa je ostala skoraj nespremenjena (iz 19 
ppm na 21,6 ppm). Ugotovili smo, da pri avtooksidaciji PEG nastane več HCHO kot pri 
avtooksidaciji HPMC.   
20 min 









4.6 IN SITU NASTALI HCHO 
Pomožne snovi lahko zaradi različnih dejavnikov razpadejo, pri tem pa nastanejo snovi, ki povzročijo 
premreženje. Formaldehid lahko nastaja in situ v formulaciji iz plastifikatorjev, konzervansov, 
maščob, polietiliranih komponent (PEG), površinsko aktivnih snovi (polisorbati…). Preverjali smo 
vpliv in situ nastalega formaldehida na lastnosti trdih želatinskih kapsul. Kapsule smo napolnili z 
250 mg PEG (40 ppm HCHO) in 250 mg HPMC (19 ppm HCHO) ter jih izpostavili 60 °C za 64 h. 
Ker smo kapsule polnili s pomožnimi snovmi, je premreženje najprej nastalo na notranji strani 
kapsule; in ne na zunanji kot v primeru, ko smo kapsule izpostavili atmosferi HCHO. S kapsulami 
smo nato izvedli teste sproščanja, gravimetrično določili netopni preostanek ter posneli njihove 
spektre IR.  
 
Slika 32: Primerjava profilov sproščanja kapsul, ki so bile 64 h izpostavljene različnim pogojem 
(polnjene z 250 mg HPMC oz. polnjene z 250 mg PEG in izpostavljene povišani temperaturi ter 
kapsule izpostavljene povišani temperaturi in nestarane kapsule). 6 paralelk za vsak pogoj, razen 12 
paralelk nestaranih kapsul. 
Slika 32 prikazuje povprečne profile sproščanja iz kapsul, ki smo jih polnili s PEG in HPMC. Da 
smo izločili vpliv temperature na profil sproščanja, smo naredili kontrolni test sproščanja s 
kapsulami, ki smo jih za 64 h izpostavili povišani temperaturi. Ugotovili smo, da profil sproščanja 
kapsul, ki so bile 64 h izpostavljene povišani temperaturi, ni signifikantno različen od profila 
sproščanja nestaranih kapsul. Med izvajanjem testov sproščanja smo že vizualno opazili razlike v 
hitrosti raztapljanja kapsul. Kapsule, ki so bile izpostavljene le povišani temperaturi, so popolnoma 
razpadle v 15 minutah; kapsule, ki smo jih polnili s PEG in HPMC, pa so dlje časa ostale popolnoma 
nespremenjene. Kapsule, polnjene s PEG, niso razpadle do konca izvajanja testa sproščanja; kapsule, 



























polnjene s PEG oz. HPMC, sprošča počasneje kot iz nestaranih kapsul. Učinkovina se je počasneje 
sproščala iz kapsul, ki so bile polnjene s PEG, kot iz tistih, ki so bile polnjene s HPMC. To je bilo 
pričakovano, saj je PEG ob določanju HCHO vseboval višjo koncentracijo HCHO kot HPMC. 
HCHO, ki je prisoten v polnilu kapsule povzroči nastanek pelikla in tako upočasni sproščanje 
učinkovine iz kapsul.  
Višji koeficienti variacij so pri kapsulah, ki smo jih polnili s HPMC. Pri kapsulah, ki smo jih polnili 
s HPMC, smo opazili, da so se nekatere kapsule izmuznile iz kovinskih obtežnikov za kapsule (ang. 
sinkerjev), večji kosi kapsul so lebdeli na površini medija, koščki kapsul pa so se lepili na veslo. To 
je lahko eden od razlogov za višje koeficiente variacij.   
Preglednica XI prikazuje mase netopnih preostankov kapsul, ki so bile polnjene s PEG oz. HPMC. 
Preglednica XI: Povprečje mas netopnih preostankov kapsul (6 paralelk), ki so bile polnjene z 250 
mg PEG oz. 250 mg HPMC. Prikazani so tudi koeficienti variacije. 
vzorec masa netopnega preostanka (mg) KV (%) 
PEG 4,01 11,17 
HPMC 1,58 15,65 
 
Masa netopnega preostanka kapsul, ki smo jih polnili s PEG, je bila večja od mase netopnega 
preostanka kapsul, ki smo jih polnili s HPMC (PEG = 4,01 mg, HPMC = 1,58 mg). Glede na to, da 
smo določali HCHO v obeh pomožnih snoveh tudi po preteku 64 h in ugotovili, da se količina HCHO 
pri PEG, ki je bil 64 h izpostavljen temperaturi 60 °C, močno poveča (iz 40 ppm na 196 ppm HCHO), 
pri HPMC pa se skoraj ne spremeni, smo sklepali, da bo sproščanje iz kapsul, ki so bile polnjene s 
PEG močno upočasnjeno. Iz mas dobljenih netopnih preostankov in profilov sproščanja lahko 
sklepamo, da znotraj kapsul najbrž ne poteka razpad PEG oz. HPMC in posledično se količina HCHO 
ne poveča. Vzrok za to je verjetno v odsotnosti kisika. Kapsule smo napolnili skoraj čisto do konca, 
pomožna snov je bila zato znotraj kapsule bolj zbita, prav tako je bilo v njih zelo malo zraka (kisika), 






Slika 33: Primerjava profilov sproščanja iz kapsul, ki so bile polnjene s pomožnimi snovmi, ki 
sproščajo HCHO in kapsul, ki so bile izpostavljene atmosferi HCHO/DMSO ter nestaranih kapsul. 
6 paralelk za vsak pogoj, razen 12 paralelk nestaranih kapsul. 
Iz slike 33 lahko razberemo, da se učinkovina iz kapsul, ki so bile polnjene s HPMC, sprošča podobno 
kot iz kapsul, ki so bile 20 minut izpostavljene atmosferi HCHO/DMSO. Učinkovina se iz kapsul, ki 
so bile polnjene s PEG, sprošča podobno, vendar hitreje, kot iz kapsul, ki so bile izpostavljene 
atmosferi HCHO/DMSO 60 minut. Masa netopnega preostanka kapsul po 20 minutah 
izpostavljenosti atmosferi HCHO/DMSO pri 60 °C je znašala 1,46 mg, masa netopnega preostanka 
kapsul po 60 minutah pa 2,91 mg. Iz dobljenih mas netopnih preostankov in profilov sproščanja, ki 
smo jih dobili za kapsule, ki so bile izpostavljene atmosferi HCHO/DMSO, lahko približno 
napovemo oz. ocenimo profil sproščanja za kapsule, ki so bile polnjene s pomožnima snovema.  
Kapsulam, ki smo jih polnili s PEG oz. HPMC, smo posneli tudi spektre FT-IR. Iz spektrov nismo 
mogli razbrati, kako močno so se kapsule premrežile. Na spektrih kapsul, ki so bile polnjene s PEG 
oz. HPMC, opazimo pojav vrha pri 1030 cm-1 (sliki 34 in 35). Glede na literaturo pojav vrha 
pripisujejo posledici adsorpcije presežnega HCHO na želatinsko kapsulo; vendar je v našem primeru 
vrh pri 1030 cm-1 prisoten že na spektru nestaranih kapsul (slika 26) (20). V primerjavi s spektri 
kapsul, ki so bile izpostavljene atmosferi HCHO/DMSO, pri kapsulah, ki so bile polnjene s PEG oz. 
HPMC, opazimo odsotnost vrha pri 1016 cm-1 (slike 30, 34 in 35). Na spektru FT-IR kapsul, ki smo 
jih polnili s PEG oz. HPMC, v primerjavi z nestaranimi kapsulami opazimo premik vrha amida II k 



















povprečje kapsul, 64 h T
povprečje nestaranih kapsul
povprečje kapsul, 20 min
HCHO/DMSO
povprečje kapsul, 60 min
HCHO/DMSO
povprečje kapsul, 260 min
HCHO/DMSO
povprečje kapsul, 64 h 250 mg
40 ppm PEG





Slika 34: Spekter FT-IR trde želatinske kapsule, ki je bila polnjena z 250 mg HPMC. 
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Proučevali smo vpliv HCHO na lastnosti trdih želatinskih kapsul. HCHO povzroči premreženje 
polimera želatine v trdih želatinskih kapsulah. Pride do spremembe strukture, povečanja molekulske 
mase polimera želatine, s čimer je otežen dostop topila do verig polimera. Premreženi želatini se zato 
zmanjša topnost, kar smo preverjali s testi sproščanja in z gravimetričnim določanjem netopnega 
preostanka. Pri premreženju se tvorijo kemijske vezi; njihov nastanek smo spremljali s 
spektroskopijo FT-IR.  
S testi sproščanja smo zaznali razlike v sproščanju učinkovine iz premreženih kapsul. Dlje kot je bila 
kapsula izpostavljena HCHO/DMSO, bolj se je premrežila in bolj je bilo upočasnjeno sproščanje 
učinkovine iz takšne kapsule. Ugotovili smo, da smo s količinami HCHO, ki smo ga uporabili, 
povzročili obsežno premreženje kapsul, saj smo upočasnjeno sproščanje zaznali že vizualno. Opazili 
smo nabrekanje kapsul in nastanek pelikla. Velik problem pri delu nam je predstavljala variabilnost 
med posameznimi kapsulami. Že pri nestaranih kapsulah so bili koeficienti variacije zelo visoki, kar 
je otežilo interpretacijo rezultatov. Ugotovili smo, da se s premreženjem trdih želatinskih kapsul 
koeficient variacije še poveča, kar nakazuje na heterogenost pojava premreženja. Premreženje ni 
enotno znotraj posamezne kapsule kot tudi ne med posamezno serijo testiranih kapsul in ravno zato 
nam lahko višji KV pri premreženih kapsulah posredno nakazujejo na premreženje. Ugotovili smo 
tudi, da je pri premreženju s HCHO zelo pomemben paricalni tlak HCHO, ki so mu kapsule 
izpostavljene. Kapsule, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO v večjem volumnu (nižji parcialni tlak 
HCHO), se niso premrežile v enakem obsegu kot kapsule, ki so bile izpostavljene HCHO/DMSO v 
manjšem volumnu (višji parcialni tlak).  
Z gravimetrično analizo netopnega preostanka smo ugotovili, da masa netopnega preostanka z 
daljšanjem časa izpostavljenosti formaldehidu narašča. Premreženje je odvisno od časa, ko je kapsula 
izpostavljena formaldehidu. Dlje časa kot je izpostavljena, bolj se premreži in večji je netopen 
preostanek. Z določanjem netopnega preostanka smo želeli določiti tudi kinetiko reakcije. Ugotovili  
smo, da ne poteka po 0., 1. ali 2. redu. Gre za kompleksen sistem za opis kinetike. HCHO prehaja iz 
raztopine, kjer ga je vedno manj, v želatino, kjer reagira. Hitrost reakcije je odvisna od parcialnega 
tlaka prisotnega HCHO in se postopoma zmanjšuje. Upočasnjena hitrost reakcije je lahko tudi 
posledica dejstva, da v kapsuli ni več prostih reaktivnih mest, s katerimi bi formaldehid lahko 
reagiral. 
Pri snemanju spektrov FT-IR smo imeli težave zaradi izbranega topila, saj se je v območju valovnih 
števil, kjer bi pričakovali spremembe spektra, pojavil vrh, ki je bil posledica vpliva oz. adsorpcije 
topila na želatinsko kapsulo. Pri snemanju spektrov FT-IR bi bilo dobro razmisliti o menjavi topila. 
Vpliva topila na teste sproščanja in na rezultate gravimetrične analize nismo zaznali. Na posnetih 
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spektrih FT-IR nismo mogli zaznati bistvenih razlik med spektri premreženih in nepremreženih 
kapsul. Zaznali smo majhen premik vrha amida II, ki bi ga lahko pripisali premreženju. Za primerjavo 
in opazovanje razlik v spektrih smo morali podatke kemometrično obdelati v programu SIMCA. 
Spektre smo transformirali v prvi odvod in opazili, da prisotnost komponente PC1 z daljšanjem časa 
izpostavljenosti kapsul HCHO/DMSO oz. z večanjem obsega premreženja pada.  
Pri proučevanju nastalega HCHO in situ smo ugotovili, da obe uporabljeni pomožni snovi (PEG in 
HPMC) povzročita upočasnjeno sproščanje učinkovine iz kapsul. Tudi z gravimetričnim določanjem 
netopnega preostanka smo ugotovili, da masa netopnega preostanka korelira s količino HCHO v 
pomožni snovi. Učinkovina se je hitreje sproščala iz kapsul, ki so bile polnjene s HPMC (19 ppm 
HCHO), kot iz kapsul, ki so bile polnjene s PEG (40 ppm HCHO). Ugotovili smo, da je masa 
netopnega preostanka pri kapsulah, polnjenimi s HPMC, skoraj dvakrat manjša kot pri kapsulah, 
polnjenimi s PEG. Pričakovali smo, da bo pri PEG in situ še dodatno nastal HCHO, ampak smo glede 
na rezultate ugotovili, da reakcija avtooksidacije ne poteče v takšnem obsegu, saj znotraj kapsule ni 
dovolj kisika. Na posnetih spektrih FT-IR smo opazili premik vrha amida II k nižjim valovnim 
številom.   
Na osnovi pridobljenih rezultatov lahko zaključimo, da je najbolj občutljiva metoda za zaznavanje 
premreženosti kapsul test sproščanja oz. disolucija. Menimo, da lahko z rezultati te metode, ki jih 
uporabimo primerjalno, najhitreje zaznamo vpliv na disolucijske lastnosti želatine in s tem napovemo 
ustreznost kapsul za uporabo pri formuliranju farmacevtske oblike.  
Za nadaljnje delo bi bilo smiselno zmanjšati koncentracijo uporabljenega formaldehida in se bolj 
približati mejam sprejemljivosti, ki jih še dopušča farmakopejski test. Problem, ki bi se pri tem 
pojavil, je zanesljivost dobljenih rezultatov zaradi visokih koeficientov variacije. Spremljanje 
sproščanja učinkovine iz kapsul namreč otežuje velika variabilnost že med nestaranimi kapsulami, 
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